レプチンによるホルモン非依存性前立腺癌細胞増殖におけるJNK,STAT3,Aktのシグナル分子間相互作用 by 宮崎, 利明
Kobe University Repository : Thesis
学位論文題目
Tit le
レプチンによるホルモン非依存性前立腺癌細胞増殖にお
けるJNK,STAT3,Aktのシグナル分子間相互作用
氏名
Author 宮崎, 利明
専攻分野
Degree 博士（理学）
学位授与の日付
Date of Degree 2009-09-25
資源タイプ
Resource Type Thesis or Dissertat ion / 学位論文
報告番号
Report  Number 甲4778
URL http://www.lib.kobe-u.ac.jp/handle_kernel/D1004778
※当コンテンツは神戸大学の学術成果です。無断複製・不正使用等を禁じます。
著作権法で認められている範囲内で、適切にご利用ください。
Create Date: 2016-10-26
博士論文
レプチンによるホルモン非依存性前立腺癌細胞増殖における
JNK,STAT3,Aktのシグナル分子間相互作用
平成21年7月
神戸大学大学院自然科学研究科
宮崎 利明
目次
要約
I.背景
Ⅱ.材料と方法
Ⅲ.結果
Ⅳ.考察
Ⅴ.結論 ･展望
参考文献 ･引用文献
謝辞
････････････････'････A26
･･････････････････････52
･･････････････････････53
略語
AIPC;androgen-independentprostatecancer,ADPC;androgen-dependentprostatecancer,IL-6;
interleukin16,IGF-I;Insulin-likegrowthfactor,JNK;cIJunNH2terminalkinaseJAK;Januskinase,
STAT3;signaltransducerandactivatoroftranscription3,ERK;extracelularregulatingkinase,
PI3K; phosphatidylinosito1-3 kinase, SIE; sis-inducible element, PIP3;
phosphatidylinosito1-3,4,5-triphosphate,PDK;3'-phosphoinositide-dependentproteinkinase,PTEN;
phosphataseandtensinhomologdeletedonchromosome10,GAPDH;glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase,DMEM;Dulbecco'smodifiedEagle'smedium,FBS;fetalbovineserum,MTT;
3-(4,5-dimethylthiazo1-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide, ELISA; enzyme-linked
immunosorbentassay,PBS;phosphate bufered saline,SDS;sodium dodecyl,EMSA;
electromobilityShitassay,DHT;sulfatedihydrotestosterone,
ⅠⅠ
要約
肥満が前立腺癌の進行の促進と関係していることが臨床的に注目されているが､そのメ
カニズムは未だ不明なところが多い0本研究では､実際に脂肪組織から分泌されたレプチ
ン(Leptin)がアンドロゲン非依存性前立腺癌(androgen-independentprostatecancer:以下AIPC)
の細胞増殖を刺激するかを検証したCそのために､まず雄のC57BL/6jマウスをそれぞれ低
脂肪ダイエット食品を食べさせた痩身のマウス群､高脂肪ダイエット食品を食べさせた肥
満のマウス群の食餌条件に分け飼育したマウス群と､遺伝的に肥満でレプチンの分泌が認
められないob/obマウス群それぞれから精巣上体脂肪組織を取り出し､脂肪組織分泌碑を調
製した｡その分泌液を用いてマウスAIPC細胞のTRAMp-Clを培養したところ､高脂肪ダ
イエット食品を食べさせた肥満のマウス群からの分泌液が､低脂肪ダイエット食品を食べ
させた痩身のマウス群や､遺伝的に肥満でレプチンの分泌が認められないob/obマウス群か
らの分泌液と比べると､脂肪組織分泌液中のレプチン濃度と相関してTRAMp-C1の細胞増
殖を刺激することがわかった｡更に脂肪細胞分泌液中のレプチンを抗レプチン中和抗体で
中和させる実験から､分泌液中のレプチンが細胞増殖に重要なことを示した｡これらの結
果から､脂肪組織から分泌されたレプチンを通してAIPCの細胞増殖が促進されていること
が示唆された.私が本研究を行ったcityofHopeの岩本研究室において､以前､添加したレ
プチンがC-JunNH2-terminalkinase(JNK)のシグナル伝達を通してヒトAIPCの細胞増殖を刺
激することを報告しているが､同様に､signaltransducerandactivatoroftranscription3(STAT3)
や Aktにおいても､AIPCに影響を与えることが報告されている0本研究では､AIPCの細
胞増殖に際して､レプチンによって刺激されるこれら3つの新しい分子間の相互作用を同
定することに成功した.ヒトAIPC細胞においてレプチンはJNK､STAT3そしてAktを互い
に良く似た時間経過で二相性に活性化することがわかったO一方､薬理学的JNK阻害剤は
STAT3のDNA結合活性とsTAT3の活性に重要なTyr-705残基と Ser-727残基のリン酸化を
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抑制したoJNKが ser1727残基のリン酸化を通して STAT3の活性を調節するという報告か
ら､AIPC細胞においてもJNKはSer1727残基のリン酸化を通してSTAT3の活性を仲介する
機構が示唆された｡AIPC細胞におけるレプチンにより引き起こされるsTAT3の活性化を示
したのは､この報告が初めてであるQ更にJNKの阻害は､Aktの活性化に重要なAktのSer-473
残基のリン酸化レベルを減少させることがわかった｡この結果より､JNK がレプチンによ
り刺激された Aktの活性にも関係していることがわかった｡これらの結果は､レプチンに
より刺激されたAIPCの細胞増殖が､JNK､STAT3そしてAktを仲介していることを示して
いるO更に､マウスのAIPC細胞TRAMp-Clにおいても､レプチンはJNK､STAT3そして
Aktを活性化させ､JNKはそれらの活性化を仲介していることがわかった｡以上の結果より､
レプチンにより引き起こされたJNK､STAT3そしてAktの相互作用は､ヒトAIPC細胞DU145
だけで見られる特異的な現象ではなく､AIPCの細胞増殖における共通のシグナル現象であ
る可能性が示唆された0本研究によって､肥満によるAIPCの進行の促進を仲介する可能性
のある分子群が同定されたことから､それらを制御 ･抑制することをターゲットとする新
規治療法の開発の糸口になりうることが期待できる｡
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Ⅰ.背景
1.肥満と癌
肥満は糖尿病や動脈硬化に加え､ある種の癌と関連していることが知られている｡脂肪
細胞はこれまで単なるエネルギー貯蔵庫と考えられていた｡しかし､近年､分泌細胞とし
ても働いていることが明らかになってきた｡脂肪細胞からは､レプチン(1eptin)､インターロ
イキン 6ー(lL-6)､インスリン様増殖因子-1(IGF-り､アディポネクチン(adiponectin)､そして
腫療壊死因子-α(TNF-α)などの様々な分泌性タンパク質を細胞内で合成し､分泌しているこ
とがわかった[l】｡しかし､肥満と癌の関連において､脂肪組織から分泌される因子が癌の
進行に影響を与えるかは示されていなかった｡そこで本研究では､脂肪組織から分泌され
る因子が癌の進行に影響を与えるかを明らかにするために､まず前立腺癌をモデルとして
本研究に用いた｡
2.前立腺癌
日本における前立腺癌の篠患数は40,062人 (2003年推定値)､死亡者数9786人(2007年
確定)であるC前立腺癌は日本人男性において5番目に､アメリカ人男性においては2番目
に多い癌である【21｡初期の前立腺癌の多くはアンドロゲン依存性であり､男性ホルモンの
アンドロゲンが癌細胞増殖を刺激する因子の一つとなっている｡そのため､まず根治治療
の外科的切除や放射線療法が行われる｡その後､再発した場合､アンドロゲン除去療法が
適用される｡初めはアンドロゲン除去療法が非常に効果的に作用しているが､時間経過に
伴いアンドロゲン非依存性前立腺癌(androgen-independentprosatecancer:以下AIPC)として
再発することが知られている｡AIPCに進行すると､治療する手立てが無く､死を待つのみ
となっているのが現状で､このAIPCに対する治療法 ･予防法の開発が望まれている｡前立
腺癌に影響を与える因子として､遺伝因子に加え環境因子が関係していることが知られて
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いる[31｡特に高脂肪食や運動不足による肥満が前立腺癌の進行と関係していることが臨床
的に注目されている【4-9]｡しかし､肥満によって前立腺癌の進行が促進されるメカニズム
は未だ不明である｡
3.レプチン
レプチンは 1994年に肥満遺伝子としてクローニングされた【10]｡147個のアミノ酸 (167
個のアミノ酸のN-末端のト21個のアミノ酸が分泌時に外れる)からなる分子量がおおよそ
16kDaのサイ トカインタンパク質として存在している｡4本のα--リックスが束を形成し､
117番目とC一末端側にあるシステイン間でジスルフィド結合を形成している｡脂肪細胞によ
り主に合成 ･分泌され､主な役割は､エネルギー恒常性の制御､食べ物の摂取量の調整､
糖や脂質の代謝､血管形成､血圧調整､骨形成などに関係しているrll-15]｡レプチン遺伝
子の劣性変異は､肥満や二型糖尿病を引き起こし【10]､過剰発現は前立腺癌の危険国子と関
係していることや【16]､血流中のレプチン濃度が高くなることが前立腺癌発症の危険と関連
していることが知られている【17-191｡レプチンは細胞表面上のレプチン受容体に結合し､
細胞内のシグナル伝達経路を活性化することにより細胞機能に影響を及ぼしている[20]｡私
が本研究を行ったCityofHopeの岩本研究室では以前､前立腺癌細胞においてレプチン受容
体が発現すること､そして､アンドロゲン依存性前立腺癌 (Androgen-dependentprostate
cancer:以下ADPC)細胞のLNCap-FGCではレプチンが細胞増殖を刺激せず､AIPC細胞の
DU145とpc-3においてだけ細胞増殖を刺激することを報告した【21]｡そして､AIPC細胞に
おいては､レプチンが細胞の生存【21,221や転移[231も仲介することが報告されている｡興味
深いことに､肥満において濃度が高くなっている他の脂肪組織由来のサイトカインIGF-1や
Ⅰし6が､レプチンと相互作用し合い細胞増殖を相乗的に刺激するのに対し[21]､肥満におい
て濃度が低くなっている脂肪組織由来のサイ トカインのアディポネクチンは､レプチンや
lGF-Ⅰと競合し合うことによってAIPCの細胞増殖を阻害することが報告されている[241｡こ
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れらの知見は､脂肪組織由来のサイ トカインが肥満とAIPCの仲介者である可能性を示唆し
ている｡しかし､実際に脂肪組織から分泌されたレプチンが､AIPCの細胞増殖を制御する
具体的な証拠はこれまで示されていなかった｡そして､脂肪組織から分泌されるレプチン
が､AIPCの細胞増殖をするためのシグナル伝達機構をどのように制御しているのか未だ不
明なところが多い｡
4.レプチン受容体
レプチン受容体は細胞表面蛋白の一つであり､配列や機能の相同性からIL-6受容体など
の-型サイ トカイン受容体ファミリー に属している【25]｡晴乳類におけるレプチン受容体は､
少なくとも5つのスプライシングバリアント(図 1)があることが報告されているが､実際に
それぞれがどのような役割を持っているのかは不明なところが多い｡シグナル伝達におい
て､最も長い受容体(ob-Rb)だけが JAK-STAT シグナル伝達を介 して転写因子の Signal
transducerandactivatoroftranscription3(STAT3)と､mitogen-activatedproteinkinase(MAPK)の
Extrace]t)b r TM
(8168&) (23m)Box1Box2
Ob-Ra
(994aa)
Ob-Rb
(I174AA)
0b-Rc
(992aa)
0b-Rd
(IOOOaa)
Ob-Re
(805AJI)
図 1.レプチン受容体の5つのスプライシングバリアント｡レプチン受容体
Ob-Ra,-Rb,･Rc,-Rdは外膜部位 816個のアミノ酸､膜貫通部位23個のアミノ酸
からなり､内膜部位の長さがそれぞれ違う｡Ob-Ra-994アミノ酸､ob-Rb-1174
アミノ酸､ob-Rc-992アミノ酸､そして Ob-Rd-1000アミノ酸｡ob-Re-805
アミノ酸からなり外膜部位しかないため膜には結合できず分泌型として存在
する｡TMt4ransmembranedomain,Boxl,Box2-JAK結合部位｡
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一つであるextracelularregulatingkinase(ERKl/2)を活性化するO一方､3番目に長い受容体
(ob-Ra)は ERXl/2を活性化するが､sTAT3を活性化することができないことが報告されて
いる【26-28]oまた､AIPC細胞において､レプチン受容体が発現していることが確課されて
いる【21]Oしかし､STAT3を活性化する受容体 (ob-Rb)が発現していることが報告されて
いるが､レプチンによってSTAT3が活性化されるかは示されていない｡
5.インターロイキン-6(IL-6)
インターロイキン 6ー(IL-6)は184個のアミノ酸からなる分子量21kDaのサイトカインタン
パク質として存在している｡脂肪組織から分泌され､アミノ酸配列中には 2箇所の糖鎖修
飾部位と4箇所のシステイン残基を有する構造を持つ｡インターロイキン16は肥満と関連
しており､肥満の指標の一つbodymassindex(BMI)と血清中のⅠし6濃度が相関しているこ
とが知られている[29,30]｡実際､IL-6のノックアウトマウスは腹腔内の脂肪組織の増加に
より肥満になることが知られている[31】｡そして､ADPC患者と比べるとAIPC患者におい
て血清中のIL-6濃度が明らかに高くなっていることがわかっている【32]｡この臨床結果と一
致するように､IL6の分泌がADPCのLNCap-FGC細胞ではほとんどなく､AIPC細胞にお
いて分泌されていることが報告されている【33,34]O外因性 IL-6と同様に､オートクリン性
のIL-6もAIPCの細胞増殖を刺激することが報告されている[33,34]｡これは､Ⅰし6がオー
トクリンとパラクリンの両方の経路によって AIPCの細胞増殖を刺激することを示唆して
いるOまたATPCにおいて､IL-6がsTAT3を活性化することが報告されている[35]O
6.インスリン様増殖因子ll(IGF-I)
インスリン様増殖因子(IGF-I)は70個のアミノ酸からなる分子量7.5kDaのタンパク質とし
て存在しているC脂肪組織から分泌され[9,36]､生体内においてエネルギーの恒常性に影響
を与えることが知られている[37】｡血祭中のIGF-Ⅰ濃度が高くなるほど､前立腺癌発症の危
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険性の上昇と関係しているとされ【381､血紫中のIGF-I濃度から進行した前立腺癌-と発展
する危険性を予測することが可能かもしれないという報告がある【391｡IL-6と同様に､IGH
も前立腺癌細胞から自己分泌されることから､オー トクリンとパラクリンの両方の経路に
よってAIPCの細胞増殖を進行させると考えられる【40,41】｡またAIPCにおいてlGF-Ⅰによ
るpI3K-Akt経路が活性化されることが報告されている[42]｡
7.cJunNfl2-terminalkinase(JNK)
C-JunNH2-terminalkinase(JNK)は 3つの分子種がある0427個のアミノ酸からなる型
(JNKl)と464個のアミノ酸からなる型(JNK2,3)があり､分子量がおおよそ46-54kDaのタ
ンパク質として存在している｡MAPKに属するSerrrhrキナーゼで､腫癌発達等様々な生理､
病理学的現象において細胞増殖､アポ トー シスなどの現象を調節し､肥満や糖尿病の進展
において重要な役割を担っている[43,44】｡これまで脂肪細胞由来のサイ トカインや増殖因
子が､JNK経由で前立腺癌細胞の細胞周期の進行に関与し､細胞の生存のための重要な役
割を持っていることは報告されていなかった｡しかし､当研究室において前立腺癌細胞に
おけるレプチン受容体の発現を確認し､レプチン刺激によるJNK経由のAIPCの細胞増殖
を明らかにした【21]｡JNKは転写因子のC-Jun､JunDそしてactivatingtranscriptionfactor2
(ATF-2)をリン酸化することが知られている【45,46]oJNK1-/-とJNK2-/~の2種類の異なったマ
ウス肥満モデルによる実験で､JNKlを欠失させると体脂肪の蓄積が減少し､インスリン感
受性が著しく改善され､インスリン受容体によるシグナル伝達系の処理能力が向上するこ
とが報告されている[47]oこのように JNK は肥満とインスリン感受性にかかわる重要な仲
介役であり､JNKlを特異的に欠失させることにより肥満を改善し､更にはJNKが前立腺癌
治療の標的になる可能性があることが考えられる｡
S.Signa]tmASdt)cerandactivatoroftranscription3(STAYS)
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sTAT3は769個のアミノ酸からなる分子量がおおよそ 86kDaのタンパク質として存在し
ている｡細胞増殖､アポ トー シス､分化を調節する腰痛形成転写因子の一つで､IL-6やレ
プチン等のサイ トカインによって活性化されることが知られている【481.STAT3は Jan us
kjnase(JAK)によってTyr705残基がリン酸化されることにより活性化される0Tyr-705残基
がリン酸化されたsTAT3は二量体を形成し､核-移行し､sis-inducibleelement(SIE)を含む
目的遺伝子のプロモーター部位からの転写を活性化する[49]oTyrl705残基のリン酸化後､
set-727残基のリン酸化が核内で起こることが知られている｡Serl727残基のリン酸化は､JNK
を含むSerrhrキナーゼによって仲介され【50,51]､STAT3の活性を最大化し､そして長時間
持続させるのに重要なことがわかっている【48]oSTAT3は前立腺癌を含む様々なヒトの癌細
胞で定常的に活性化されており､この定常的な sTAT3の活性化がAlpc細胞の増殖や生存
に重要なことがわかっている【52]o更にSTAT3が肥満においても重要な役割をしていること
が報告されている[53-55]oAIPC細胞においてIL-6によるSTAT3の活性化が引き起こされ
ることは報告されていたので【33,34]､IL6をレプチンによるSTAT3の活性化を検証する際
のポジティブコントロールとして用いた｡
9.Akt
Aktは480個のアミノ酸からなる分子量がおおよそ60kDaのタンパク質として存在してい
るoSerrhrキナーゼの一つで､脂質キナーゼ phosphatidylinosito13kinase(PI3K)による
phosphatidylinosito14,5-bisphosphate(PIP2)の 3'-位 リン酸付加 の phosphatidylinosito1
3,4,5-triphosphate(PIPS)により誘導されたphosphoinositide-dependentkinases(PDKs)によって
AktのTh r-308残基とSer-473残基がリン酸化されることにより活性化される[56].本研究に
おいては､完全なAktの活性化にSeト473残基のリン酸化が必須なことが知られていたので､
seト473残基のリン酸化についてのみ調べた｡p13K-Aktシグナル伝達経路は､増殖､生存､
恵性転換､転移､そして形態形成などの細胞間活性を制御する【56]｡上昇した Akt活性は､
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多くのヒト前立腺の侵襲性の癌検体においても検出され､Akt活性と癌の悪性度に相関関係
があることが知られている【57】｡更に､PI3K-Aktシグナル伝達経路はAIPC細胞の発生と進
行を仲介し【58-60]､加vitroにおいてAIPC細胞の転移を仲介することが報告されている[23]｡
pI3K-Aktシグナル伝達経路は､種々の癌細胞において様々な機構によって活性化されるこ
とが示唆されている.脱リン酸化酵素の一つ phosphataseandtensinhomologdeletedon
chromosometen(PTEN)は､PI3Kによるシグナル伝達経路の負の制御によるPIP3の脱リン酸
に働いている｡しばしば前立腺癌において､PTENの変異により定常的なAktの活性化が認
められる【57】｡本研究において用いた野生型のPTENを持つヒトAIPC細胞DU145では､10%
の牛胎児血清が含まれる培養液に更にレプチンを添加することにより､Aktの活性化が引き
起こされることが報告されていた【22]｡しかし､この効果が純粋にレプチンによるAktの活
性化であるかの検証はされていなかった｡AIPC細胞においてIGF-ⅠによるAktの活性化が
引き起こされることは報告されていたので[42】､IGF｣をレプチンによるAktの活性化を検
証する際のポジティブコントロールとして用いた｡
Adiposetissue
図 2.脂肪サイトカインにより誘導されるAIPC細胞増殖を制御するシグナ
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ルリングネットワークの仮説｡IL6はⅠし6受容体に結合し､受容体に結合し
ていているJAKを活性化するoJAKによるSTAT3のTyr-705残基のリン酸化
によるSTAT3の活性化が行われた後､Tyr-705残基がリン酸化されたSTjlT3
は二量体を形成し､核-と移行して､sis-inducibleelement(SIE)を含む目的遺
伝子のプロモーター部位からの転写を活性化する.レプチン(Leptin)はレプチ
ン受容体に結合しJNKを活性化するo活性化されたJNKは､核内において
C-Jun分子の Ser-63残基と Ser-73残基のリン酸化を引き起こすことにより
C-Junを活性化させる｡活性化されたC-Junは他の転写因子(C-Fo§?)と二量体
を形成し､目的遺伝子のプロモーター部位からの転写を活性化する｡IGF-I
はIGF-Ⅰ受容体に結合するが､受容体の持つkinase活性により､P13Kのリン
酸化を通してAktをリン酸化･活性化させる経路があることが知られているo
これらの複数のシグナル伝達分子の活性化により細胞増殖に関連した遺伝子
の発現が誘導され､その結果､AIPCの細胞増殖が導かれると考えられる｡
AIPCにおいてレプチン添加によって活性化されたC-Junとの複合体を形成す
る転写因子 (C-Fos?)や､Aktよりさらに下流に位置すると考えられるシグナ
ル伝達分子は未だ不明である｡
10.日的
(1)本研究における研究目的の一つは､実際に脂肪組織から分泌された因子がAIPCの細胞
増殖に関わっているかである｡これを検証するために､低脂肪ダイエット食品を食べさせ
た痩身のマウス群､高脂肪ダイエット食品を食べさせた肥満のマウス群､そして遺伝的に
肥満でレプチンの分泌が認められない ob/obマウス群から精巣上体脂肪組織分泌液を調製
し､その分泌液とマウスの前立腺癌細胞 TRAMp-C1を用いてinvitro再構成系を開発 ･利用
することを考えた｡これにより直接脂肪組織から分泌された因子が前立腺癌の細胞増殖を
制御しているかを証明できると考えた｡
(2)さらに三つ目の研究目的として､脂肪量と相関して増加することが知られているレプ
チンが､脂肪組織分泌液中の細胞増殖に重要な因子であるかである｡これを検証するため
に､レプチンの分泌が認められないob/obマウスから調整した脂肪組織分泌液による細胞増
殖-の影響を調べることと､脂肪組織分泌液中のレプチンをレプチン中和抗体によって中
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和させることによってレプチンの効果を減少させ､前立腺癌細胞増殖-の影響を観測する
ことを考えた｡これにより脂肪組織から分泌されたレプチンが前立腺癌の細胞増殖に関係
しているかを証明できると考えた｡
(3)当研究室において､レプチンを細胞培養液中に添加することにより前立腺癌細胞内
JNKが活性化され､このJNKの活性化が細胞増殖に必須なことを報告している｡そしてJNK
と同様に､SnlT3やAktもAIPC細胞において重要な役割をしていることが報告されている｡
一方､レプチンが様々な細胞においてこれらのシグナル伝達分子を活性化させる能力があ
り､これらのシグナル伝達分子の早い活性化[61-63]､そして持続的な活性化【64.塙6]の両方
が癌において重要であることが知られている｡しかし､AIPC を含む様々な細胞において､
レプチンによって引き起こされるこれらのシグナル伝達分子間の相互作用はこれまで報告
されていない｡そこで､AIPC細胞 DU145を用いて､培養液中にレプチンを添加した後に､
JNK､STAT3､そしてAktの活性化が引き起こされるかを検証することを三つ目の研究目的
とした｡これを検証するために､レプチンを添加し､0-1時間の早い時間帯と､それより
も遅い 1-48時間の時間帯に注目してウェスタンブロット法と electromobility shiRassay
(EMSA)を用いることにより解析を行うことを考えた｡これにより､レプチン添加による
AIPCの細胞増殖におけるこれらのシグナル伝達分子の活性化､そして新規の相互関係が解
明できると考えた｡
(4)ヒトAIPC細胞DU145だけでなく他のAIPC細胞においても､レプチン添加によりJNK､
sTAT3､そしてAktの活性化が引き起こされるのかを同様な方法で実験･解析することを四
つ目の研究目的とした｡これを検証することにより､レプチン添加によるこれらのシグナ
ル分子間の相互作用が､ヒトAIPC細胞DU145で見られる特異的な現象ではなく､AIPCの
細胞増殖を制御するにあたって一般的に認められる現象であることを証明できると考えた｡
ll
Ⅱ.材料と方法
1.材料
(a)ヒト組み換えレプチン(RecombinantHuman Leptin,Cat#395-LP,R&DSystemslnc.,
Minneapolis,MN)
0.2pmフィルターを通した20mMTri-HClで再溶解し､よく混ぜた後､エツペンチューブ
に小分けし液体窒素にて凍らせ､使用するまで-80℃にて保存した｡再溶解してから3ケ月
以内のものを使用した｡
(b)インターロイキン-6(RecombinantHuman ILl6,Cat#206-IL,R&D Systems]nc.,
Mime叩01is,MN)
0.2岬1フィルターを通した0.1%のBSAを含むpBSで再溶解し､よく混ぜた後､エツペ
ンチューブに小分けし液体窒素にて凍らせ,使用するまで-80℃にて保存した｡再溶解して
から3ケ月以内のものを使用した｡
(C)インスリン様増殖因子-I(RecombinantHuman IGF-I,Cat#291-Gl,R&DSystemslnc.,
Mirneapolis,MN)
0.2pmフィルターを通した0.1%のBSAを含むPBSで再溶解し､よく混ぜた後､エツペ
ンチューブに小分けし液体窒素にて凍らせ､使用するまで-80℃にて保存した｡再溶解して
から3ケ月以内のものを使用した｡
(d)抗レプチン中和抗体 pumanLeptinMAb(Clone44802),MouseIgGl,Cat#MAB398,
R&DSystemsInc.,Minneapolis,MN)
0.2pmフィルターを通したpBSで再溶解し､よく混ぜた後､エツペンチューブに小分け
し液体窒素にて凍らせ,使用するまで-80℃にて保存した｡再溶解してから6ケ月以内のも
のを使用した.コントロールとして､マウスコントロールIgG(normalmouseTgqCat#sc-2025,
santacruZ,Bioteclmology,SantaCruZ,CA)を用いたo
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(e)薬理学的JNK阻害剤sp600125(SP600125,Cat#1496,TocrisCookson,lnc.,EIlisvile,MO)
Dimethylsulfoxide(Me2SO)で最終濃度 100mMになるように再溶解し､よく混ぜた後､エ
ッペンチューブに小分けし､使用するまで-20℃にて保存した｡再溶解してから1ケ月以内
のものを使用した｡
(i)薬理学的 pt3K阻害剤LY294002(LY294002,Cat#1130,TocrisCookson,Inc.,Elisvile,
MO)
Me2SOで最終濃度25mMになるように再溶解し､よく混ぜた後､エツペンチューブに小
分けし､使用するまで-20℃にて保存した｡再溶解してから1ケ月以内のものを使用した｡
(g)SAPK/JNK活性測定キット(SAPK/JNKKinaseAssayKitPonradioactive),Cat#9810)､
抗JNKウサギポリクローナル抗体 (sAPK〟NKAntibody,Cat#9252)､抗cIJun ウサギモノク
ローナル抗体 (cIJun(60A8)RabbitmAb,Cat#9165)､抗リン酸C-Jun (Ser-63)ウサギポリクロ
ーナル抗体 (phospho-C-Jun(Ser63)IAntibody,Cat#9261)､抗リン酸C-Jun(Ser173)ウサギポリ
クローナル抗体 (phospho-C-Jun(Ser73)Antibody,Cat#9264)､抗sTAT3ウサギポリクローナ
ル抗体 (stat3Antibody,Cat#9132)､抗リン酸 sTAT3(Tyr-705)ウサギポリクローナル抗体
(phospho-Stat3(Tyr705)Antibody,Cat#9131)､抗リン酸sTAT3(Ser-727)ウサギポリクローナル
抗体 (phosphoIStat3(Ser727)Antibody,Cat#9134)､抗リン酸Akt(Ser-473)ウサギポリクロー
ナル抗体 phosphoIAkt(Ser473)Antibody,Cat#9271)､そして免疫沈降法で用いた抗Aktマウ
スモノクローナル抗体が塗布してあるビー ズ (ImmobilizedAkt(1Gl)MousemAb,Cat#9279)
は CelSignalingTeclmology,Inc.Peverly,MA)から購入したO抗マウス二次抗体 (Goat
Anti-MouselgG(H+L)-HRPConjugate,Cat#170-6516)はBio-RadLaboraturies(Hercules,CA)
から購入したoEMSA において用いた抗 sTAT3ウサギポリクローナル抗体 (Anti-STAT3,
C-terminus,Cat#AB3162)はChemiconIntemational(Temecula,CA)から購入した.抗Aktウサ
ギポリクローナル抗体 (Aktl/2(N-19)Antibody,Cat#scl1619)とマウスコントロール lgG
(normalmouselgqCat#sc-2025)はSantaCruzBioteclmology(SantaCruZ,CA)から購入した.抗
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グリセルアルデヒド3-リン酸デヒドロゲナーゼマウスモノクローナル抗体 (GAPDH,Cat#
MCA2427)は AbD Serotec(Oxfわrd,UK)から購入した｡細胞から RNA を抽出するための
TRIzol(TRIzol⑧Reagent,Cat#15596)はInvitrogen(Carlsbad,CA)から購入した.RNAからの
cDNA 合成をするための逆転写酵素キット畔everseTranscriptionSystem,Cat#A3500)は
promega(Madison,WI)から購入した｡MouseandRatLeptinELISAキット(MouseandRat
LeptinELISA,Cat#RD291001200R)はBiovendorLaboratoryMedicine,Inc.(Cand]er,NC)から購
入した｡Na3VO4(Cat#450423),leupeptin(Cat#L9783),aprotinin(Cat#A6103),pepstatin(Cat#
A5318),phenylmethylsulfonylnuoride(PMSF,Cat#P7626)はSigma-Aldrich(St.Louis,MO)か
ら購入した.C57BL/6j(Cat#000664)とob/ob(B6.V-Lepob/J,Cat#000632)マウスは Jackson
laboratory(Bar Harbor,ME)から購入したOマウス用の高脂肪と低脂肪ダイエット食品は
ResearchDiets,Inc.PewBrunswick,NJ)から購入したO初代ヒト前駆脂肪細胞と増殖培養液
はBioWh iuakerlnc.(Walkersvile,MD)から購入した｡
2.前立腺癌細胞と培養条件
ヒ ト前立腺癌細胞 DU145(Cat#HTB-81)とマウス前立腺癌細胞 TRAMp-Cl(Cat#
CRL-2730)はAmerican TypeCultureColection(Manassas,VA)から購入した｡DU145細胞は
10%牛胎児血清､100unit/m7ペニシリン と100pg/mlス トレプトマイシンを含むDulbecco's
modifiedEagle'sMedium (Dulbecco'sModifiedEagleMedium (D-MEM)(lX),liquid(high
glucose),Cat#11965-092,Invitrogen)中で培養したoTRAMPICl細胞は5%牛胎児血清､5%Nu一
血清Ⅳ､100unit/mlペニシリン､100ug/mlス トレプトマイシン､0.005mg/ml牛インスリン
と10nMデヒドロイソアンドロステロンを含むDMEM(Cat#30-2002,ATCC)中で培養した
【67]｡すべての細胞は37℃､5%C02の条件化の培養器で培養した｡
(a)10%牛胎児血清 (FetalBovineSerum,Certified,Cat#16000-044,Invitrogen)
56℃で30分間､熱による不活性化を行い､50mlチューブに小分けし､使用するまで-20℃
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にて保存した｡
(b)100uniumlペニシリン と100Lg/mlストレプトマイシン Penici1in-Streptomycin,liquid
(10,000unitspenicilin;10,0001⊥gStreptomycin),Cat#15140-163,Invitrogen)
15mlチューブに小分けし120℃にて保存した｡使用する前に､0.2Lm フィルターを通した｡
(C)5%Nu-血清Ⅳ pu-serumIVSerumReplacements,Cat#355104,BDBioscience,SanJose,
CA)
56℃で30分間､熱による不活性化を行い､50mlチューブに小分けし､使用するまで-20℃
にて保存した｡
(d)牛インスリン(Insulin舟ombovinepancreas,Cat#I6634,Sigma-Aldrich)とデヒドロイソア
ンドロステロン(Lrans-Dehydroandrosterone,Cat#D4000,Sigma-Aldrich)
使用する前に､0.2pmフィルターを通したO
3.RNA抽出
マウス前立腺癌細胞TRAMp-C1を35mmの培養用プレー トにまき､細胞密度70%になる
まで培養した後､血清を含まない培養液に変え､24時間培養した｡pBSで細胞を洗った後､
細胞をTRIzolで処理した｡処理した細胞をエツペンチューブに移し､クロロホルムを加え
よく混ぜた｡その後 12,000xgで20分間､4℃で遠心し､上澄みを新しいエツペンチューブ
に移した｡移してきた上澄みにイソプロパノールを加え軽く混ぜた後､13,000xgで30分
間､4℃で遠心し､上澄みを捨て､生じたペレット(RNA)に70%エタノールを加えて軽く混
ぜ洗った｡その後 12,000xgで5分間､4℃で遠心し､上澄みを捨てた｡ペレット(RNA)を
室温で乾燥させた後､蒸留水にて再溶解させた｡再溶解させたRNAは､電気泳動にて確認
した後､cDNAの合成に用いた｡
4.RNAの確認
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RNA濃度を吸光度測定にて計算した後､0.4pgのRNAとRNAサンプル緩衝液とを混ぜ､
65℃で 10分間処理し､氷上下で5分間冷却した｡その後 1%のRNAゲル上にサンプルをの
せて電気泳動し､臭化エチジウムでゲルを染色することによりRNAの確認をした｡
(a)1%変性アガロースゲル (100ml)
1.0gのアガロースと77mlの蒸留水を混ぜ､電子レンジで温めてアガロースを完全に溶
かした後､60℃程度まで冷めてきたら5mlの20ⅩMOPSと18mlのホルムアルデヒドを加
え､よく混ぜ､ゲル用の型に入れ固めた｡
(b)20ⅩMOPS
O.4MMOPS(pH7.0),20mMEDTA,100mMNaOAc,ddH20
(C)RNAサンプル緩衝液
RNASampleLoadingBufer,Cat#R4268,Sigma-A)drich
5.RNAからのcDNA合成
RNAからのcDNA逆転写合成は､ReverseTranscriptionSystemを使った.以下､Kit説明
書の換作手順に従って行った｡1.0帽 のRNAを65℃で 10分間処理し､氷上下で5分間冷
却したOその後､1.0pgのRNAの入ったェッペンチューブに最終濃度が5mM MgCl,1X
ReverseTranscriptionBufer(10mM Tri-HCllpH9.0],50mMKCl,0.1%TritonX1100),1mM
eachdNTP,1u/pIRecombinantRnasinRebonucleaselnhibitor,15u/ugAMVReverseTranscriptase
と0.5pgOligo(dt)15Primerになるようにそれぞれの試薬を混ぜ調製した042℃で45分間反
応させた後､95℃で5分間の加熱し､氷上下で5分間冷却した｡cDNAは使用するまで-20℃
にて保存した｡
6.逆転写PCR法によるレプチン受容体の解析
pcR法によりレプチン受容体 ob-Rとob-Ra遺伝子を増幅するための反応溶液として､
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5%のcDNA､10mMTriS-HCl(pH9.0)､50mMKCl､0.01%TritonX-100､5pM のプライマー､
200uMdNTP､1.5mM MgC12と1.5UTaqpolymerase(Platinum⑧ TaqDNAPolymerase,Cat#
10966,Jnvitrogen)を含む液を調製したopcR反応は､初めの4分間94℃で変性させた後､
94℃で1分間の変性､55℃で1分間のアニーリング､72℃で1分間の伸長反応の条件下で
35サイクル行った【681｡レプチン受容体ob-Rb遺伝子を増幅するのための反応溶液として､
5%のcDNA､10mMTriS-HCl(pH9.0)､50mMKCl､0.01%TritonXl100､1pM のプライマー､
200LIMdNTP､1.5mMMgC12と1.5UTaqpolymeraseを含む液を調製した.pCR反応は､初
めの4分間94℃で変性させた後､94℃で1分間の変性､54℃で1分間のアニーリング､72℃
で1分間の伸長反応の条件下で35サイクル行った【69】｡コントロールのGAPDH遺伝子を
増幅するための反応溶液として､5%のcDNA､10mMTriS-HCl(pH9.0)､50mMKCl､0.1LIM
のプライマー､200pMdNTP､1.5mMMgC12と1.5UTaqpo】ymeraseを含む液を調製した｡
pcR反応は､初めの2分間94℃で変性させた後､94℃で30秒間の変性､62℃で30秒間の
アニーリング､72℃で1分間の伸長反応の条件下で 19サイクル行った【21]｡
pcR産物の理論値は､muOb-Rが473bp､muOb-Raが237bp､ muOb-Rbが447bp､そし
てGAPDH遺伝子については1000bpであった｡pcR産物は2%のアガロースゲルで電気泳
動により分離し､臭化エチジウムによりゲルを染色し大きさを確認した｡再現性を確認す
るために同じ条件での実験を4回繰り返した｡
pcR法に使用したプライマー :
muOb-R【68]
Forward:5LCAGATTCGATATGGCTTAATGGG-3'
Reverse:5LGTTAAAATTCACAAGGGAAGCG-3′
muOb-Ra【691
Fonvard:5㌧ACACTGTTAATTTCACACCAGAG-3■
Reverse:5-ACTCATTCAAÅcCATTAGTTTAGG-3'
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muOb-Rb【69]
FonVard:5㌧ACACTGTTAATTTCACACCAGAG-3'
Reverse:5㌧TGGAm AACCCTTGCTCTTCA-3'
GAPDH遺伝子(コントロール)[21]
Forward:5㌧TGAAGGTCGGTGTCAACGCATTTGGC-3′
Reverse:5'-CATGTAGGCCATGAGGTCCACCAC-3'
7.マウス脂肪組織分泌液調整の手頼
生後3週の雄のC57BL/6jマウスをそれぞれ9匹ずつ低脂肪ダイエット食品と高脂肪ダイ
エット食品の食餌条件に分け 15週まで飼育した｡co2ガスによって窒息死させた後､すぐ
に体重と精巣上体脂肪組織重量を計量した.脂肪組織は計量後すぐ小分けにして-80℃にて
保存した｡脂肪組織からの分泌液を調製するために､0.4gの脂肪組織を手術用のはさみに
より可能な限り細かく切り刻み､2.5pg/mlフアンギゾン(Fungizone⑧Antimycotic,liquid,Cat#
15290-018)､100unit/mlペニシリン､100pg/mlストレプトマイシン､0.71gnピルビン酸ナ
トリウムと0.584g/1L-グルタミンを含み､フェノールレッドを含まない 10mlの DMEM
(DulbeccdsModifiedEagleMedium(D-MEM)(1X),liquid(4.5grlD-glucose),Cat#21063-029,
1nvitrogen)中で24時間培養した｡同時に脂肪組織を含まないDMEM培養液のみも同条件下
で培養し､コントロール(mock)として用いた｡これらの培養液は､遠心によって組織を分離
し､上澄みを分泌液として回収して180℃にて保存したQOb/obマウスからの脂肪組織分泌液
も同じ手順で調整した｡これらの分泌液は3-(4,5-dimethylthiazo1-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide(MTT)分析法と酵素免疫測定法 仲LISA)に使用したO
8.ヒト脂肪細胞分泌液調整の手順
初代ヒト前駆脂肪細胞は､10%牛胎児血清､2mM L-グルタミン (LGlutamine-200mM
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(100X),h.quid,Cat#25030-081,Invitrogen)と100unit/mlペニシリン と100pg/m]ストレプトマ
イシンを含む前駆脂肪細胞増殖培養液中で培養した｡前駆脂肪細胞から成熟脂肪細胞-の
分化を誘導するために､10%牛胎児血清､100unit/mi ペニシリン と100Lg/mlストレプトマ
イシン､10pg/mi インスリン､500トtMイソブチルメチルキサンチン､500pM デキサメタゾ
ンと20pMインドメタシンを含む成熟脂肪細胞増殖培養液に変えて9日間さらに培養した.
その後､3回PBSで細胞を洗い､10%牛胎児血清を除いた成熟脂肪細胞増殖培養液中で培養
し､24時間培養した後､その培養液を回収した｡このとき､脂肪細胞の破片を取り除くた
めに1,000×gで遠心分離した後､その上澄みをヒト脂肪細胞分泌液として回収して-80℃に
て保存したoこのとき､成熟脂肪細胞-の分化を確認するために､4%ホルムアルデヒドで
細胞を固定した後､細胞内脂肪をoi1-Red-0(Cat#00625,Sigma-Aldrich)で染色し､顕微鏡で
観察した【211｡
9.MTTassay
3-(4,5-dimethylthiazo1-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide(MTT)試薬は淡黄色の物質で､
生細胞に取り込まれるとミトコンドリア内に存在する還元酵素により､暗青色のホルマザ
ンに開裂されるが､死細胞ではMTTを開裂できない｡MTTassayは､生成ホルマザンの吸
光度を測定することにより生細胞数を定量化できる方法の一つである0
DU145細胞 (1×103細胞個/wel)､TRAMp-Cl細胞 (0.5×103細胞個仙el)を96-welプレ
ートにまき24時間培養した｡24時間培養した後､血清を含まない培養液で更に24時間培
養した｡その後､細胞を､低脂肪ダイエットマウス､高脂肪ダイエットマウス､あるいは
ob/obマウス､それぞれに由来する脂肪組織分泌液を含む培養液中､又はコントロールの
mock培養液中で 5日間培養した.5日間培養した後､0.5mg/mlのMTT試薬 (cat#5655,
sigma-Aldrich)を加え､更に3時間培養した｡3時間後､20%のSDSと50%のジメチルホル
ムアミド(N,N-Dimethylformamide,Cat#227056,Sigma-Alddch)を加え､更に1時間､37℃で
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処理した｡sDSは細胞を溶解するために､ジメチルホルムアミドは非水溶性であるホルマ
ザンを溶解するために用いた｡550mmと670nmの吸光度はプレー トリー ダー (spectraMax
M5Microplatereader,MolecularDevices,Sunnyvale,CA)によって測定し､550nmと670nmの
吸光度差に基づいて､生細胞数を定量化した[21]｡それぞれの実験は4重の検体によって行
い､結果を平均土SDで表した｡同じ実験を3度繰り返した｡
10.ELISAによる脂肪細.織分泌液中のレプチン濃度の測定
3種類の脂肪組織に由来する分泌液中のレプチン濃度は､MouseandRatLeptinELISAKit
を使って測定したO以下､Kit説明書の操作手順に従って行った0100Ll)のスタンダードと
20倍希釈したサンプルを96-welプレー トに乗せ､マイクロプレー ト携拝器で室温(25℃)､
300rpmで 1時間擾拝した.摸拝後､ウェル内を3回洗浄液で洗ったolOOplのビオチン標
識した抗体を加え室温(25℃)､300叩mで 1時間濃拝した｡携拝復､ウェル内を3回洗浄液
で洗った.looLILのストレプトアビジンIHRP標識した抗体を加え室温(25℃)､300rpmで30
分間溌拝したO携拝後､ウェル内を3回洗浄液で洗った.100Llの基質溶液を加えアルミホ
イルにくるみ､室温(25℃)で 10分間処理した｡処理後､100LlIの反応停止液を加え､プレー
トリー ダーによって450mmの吸光度を測定した｡実験は2重の検体を測定し､結果を平均
土SDで表した｡
ll.細胞ライセ- トの調整
DU145細胞とTRAMp-Cl細胞はそれぞれ 10cmの培養用プレートにまき､70%の細胞密
度になるまで培養した｡その後､血清が含まれていない培養液に交換し､更に24時間培養
した｡それぞれの時間においてサイトカイン添加により処理する場合は､24時間血清が含
まれていない培養液にて培養後､12.5pg/mlレプチン､100mg/mlIL-6､又は100ng/mlIGFll
を含む新しい血清が含まれていない培養液と交換することによって行った｡薬理学的 JNK
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阻害剤 sp600125や pI3K阻害剤 Ⅰ〝294002による影響を実験するときは､24時間血清が含
まれていない培養液にて培養後､前処理として30分間の間､培養液だけ､Me2SO､又は10
pMSP600125又は5pMLY294002を含む新しい血清が含まれていない培養液と交換するこ
とによって行った030分間の前処理後､最終濃度が12.5Ltg/mlレプチン､又は100ng/mlIL-6､
又は100ng/mlIGF-1になるように､直接細胞プレー トにサイ トカインを添加した｡細胞-
の処理が終わった後､氷水で冷却したpBSで細胞を2回洗い､-ラによって細胞を回収し
た｡回収した細胞は､700xgで10分間､4℃で遠心した後､沈殿した細胞に細胞溶解液を
加え､4℃で45分間ゆっくりと揺らし溶解させた後､15,000xgで5分間､4℃で遠心して
上澄みを回収した｡回収した上澄みを細胞ライセ- トとし､使用するまで-80℃にて保存し
た[21].それぞれのサイ トカインを溶解している溶解液 (レプチン:20mMTriS-HCl､PHS.0､
ILl6又はIGF-I:0.1%BSAを含むPBS)によるJNK､STAT3､そしてAktの活性-の影響を
確藩したが､使用した溶解液のみによる影響は見られなかった｡
(a)細胞溶解液
20mMHepes,pH7.9,300mMNaCl,1mMEDTA,15%glycero1,0,5%Nonidetp-40,1mM
Na3VO4,10mMNaF,10mMdithiothreitol(DTT),1pg/mHeupeptin,1lg/mlaprotinin,1pg/ml
pepstatin,1mMPMSF
12.ウェスタンブロット法によるC-Jun､STAT3､そしてAktの解析
cIJunやsTAT3のリン酸化状態はウェスタンブロット法によって解析した.タンパク質50
帽 を含む細胞ライセ- トにSDS検体緩衝液を加え､95℃で5分間処理し､SDS-ポリアクリ
ルアミドゲル上に流 した｡サンプルをのせて電気泳動 した後､pⅥ)Fメンブレン膜
(Immobilon-PMembrane,Cat#IPVHOOOIO,Milipore,Bilerica,MA)-と転写させた.その後､
メンブレンを10分間TBS(0.02MTris,0.136MNaCl,pH7.6)で洗い､5%の脂肪分を含まな
い粉乳を溶解したTBS汀 (I.0%Tween-20を含むTBS)で 1時間ブロッキングした｡その後､
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cIJunやsTAT3のリン酸化部位を特異的に認識する抗リン酸cIJun(Ser163又はSer-73)ウサギ
ポリクローナル抗体､又は抗リン酸sTAT3(Tyr-705又はSer-727)ウサギポリクローナル抗体
を抗体希釈液 (5%の BSAを溶解したTBS/T)と混ぜ､メンブレンを4℃で一晩処理した｡
その後､メンブレンをTBS汀で5分間､3回洗い､5%の脂肪分を含まない粉乳を溶解した
TBS/T と二次抗体を混ぜ､室温で 1時間メンブレンを処理した[21,70]｡その後､メンブレ
ンをTBS汀で5分間､3回洗い､Lumiglo試薬 (20XLumiGLO⑧Reagentand20XPeroxide,
cat#7003,CelSignalingTeclmology,Inc.)を使うことによって標識されたバンドをフイルム
に感光し検出 ･定量した｡それらの抗体で標識されたメンブレンは抗体分離緩衝液により
抗体を分離させた後､全C-Jun又はSTAT3蛋白量を定量するために､抗C-Junウサギモノク
ローナル抗体､又は抗 sTAT3ウサギポリクローナル抗体によって再び標識し､Lumiglo試
薬を使うことによって標識されたバンドをフイルムに感光し検出 ･定量した｡それらの抗
体で標識されたメンブレンは抗体分離緩衝液により再び抗体を分離させた後､検体量の差
がないことを確認するために抗 GAPDH マウスモノクローナル抗体により再び標識し､
Lumiglo試薬を使うことによって標識されたバンドをフイルムに感光し検出 ･定量した｡
AktのSeト473残基のリン酸化レベルを評価するために､タンパク質 1mgを含む細胞ライセ
- トに含まれるAktをAkt(lGl)マウスモノクローナル抗体によって免疫沈降させ､抗リン
酸Akt(Seト473)ウサギポリクローナル抗体により標識し､Lumiglo試薬を使うことによっ
て標識されたバンドをフイルムに感光し検出･定量した｡全 Akt蛋白量を量るためにタン
パク質50帽 を含む細胞ライセ- トを使い､リン酸化と非リン酸化の両方のAktを検出する
抗Aktウサギポリクローナル抗体により標識し､Lumiglo試薬を使うことによって標識され
たバンドをフイルムに感光し検出 ･定量した(Akt).この抗体で標識されたメンブレンは抗
体分離緩衝液により再び抗体を分離させた後､検体量に差が無いことを確認するために抗
GAPDHマウスモノクローナル抗体により再び標識し､Lumiglo試薬を使うことによって標
識されたバンドをフイルムに感光し検出･定量した【21]｡再現性を確認するために､すべて
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の実験は3回繰り返した｡
(a)ポリアクリルアミドゲル
Lowerゲル (10%acrylamide,1.5MTriS-HCl(pH8.8),0.1%SDS,0.1%Ammoniumpersulfate
(APS),N,N,N,N-Tetramethylethylenediamine(TEMED),ddH20)
Upperゲル (4%acrylamide,0.5MTriS-HCl(pH6.8),0.1%SDS,0.1%APS,TEMED,ddH20)
(b)3xSDS検体緩衝液
187.5mMTrisIHCl(pH6.8at25℃),6%SDS,30%glycerol,0.3%W/vbromophenolblue
(C)抗体分離緩衝液
100mMβ-mercaptoetan01,62.5mMTriS-HCl(pH6.7),2%SDS,ddH20
抗体分離緩衝液とメンブレンは､50℃､1時間の条件化で処理することによって抗体をメ
ンブレンから分離した｡抗体を分離したメンブレンはTBSによって 10分間洗浄し､5%の
脂肪分を含まない粉乳を溶解したTBS/T(I.0%Tween-20を含むTBS)で 1時間ブロッキング
した後､次の実験に用いた｡
13.LnvilroJNKkinaseassay
JNK活性はSAPK〟NKKinaseAssayKitを使って測定した｡JNK活性の測定は､レプチン
によって処理されたそれぞれの時間のタンパク質250pgを含む細胞ライセ- トと､2pgの
JNKの基質のC-JunのN末端(1-89aa)とグルタチオンS-トランスフェラーゼの融合蛋白が結
合したグルタチオンセファロースビーズ (C-Jun FusionProtein,Cat#6093,CelSignaling
Technology,Inc.)をエツペンチューブ内で混ぜて､免疫沈降法によって回収してきた｡沈殿
物を細胞溶解緩衝液にて2回洗った後､キナーゼ緩衝液にてさらに2回洗ったoJNKのキ
ナーゼ反応は､沈殿物に200pMATPを含む50plのキナーゼ緩衝液を加え､30分間､30℃
の条件化で反応させたOその後､25LlのSDS検体緩衝液を加えることによって反応を止め
たoJNKによる基質 C-JunSerl63残基のリン酸化反応の定量に際しては､C-Junの N末端
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(1-89aA)のリン酸化を特異的に検出する抗体により標識し､Lumiglo試薬を使うことによっ
て標識されたバンドをフイルムに感光し検出･定量した【21】｡全 JNK 蛋白量を量るために
タンパク質 50pgを含む細胞ライセ- トを使い､リン酸化と非リン酸化の両方のJNKを検
出する抗 JNKウサギポリクローナル抗体により標識し､Lumiglo試薬を使うことによって
標識されたバンドをフイルムに感光し検出 ･定量した｡この抗体で標識されたメンブレン
は再び抗体を抗体分離緩衝液により分離させた後､検体量に差がないことを確認するため
に抗GAPDHマウスモノクローナル抗体により再び標識し､Lumiglo試薬を使うことによっ
て標識されたバンドをフイルムに感光し検出･定量した【21]｡
(a)細胞溶解緩衝液
20mMTriS,pH7.4,150mMNaCl,1mMEDTA,1mMEGTA,1%TritonX1100,2.5mMsodium
pyrophosphate,1mMP-glycerolphosphate,1mMNa3VO4,1Lg/mlleupeptin
(b)キナーゼ緩衝液
25mM TriS-HCl,pH7.5,5mM β-glycerophosphate,2mM DTT,0.ImM Na3VO4,10mM
MgC12
14.ELectromobilityshiftassay(EMSA)
タンパク質 10pgを含む細胞ライセ- トを 15ulのEMSA反応緩衝液と混ぜ30分間氷中
に置き､その後T4polynucleotidekinase(Cat#70031,Usb,Cleveland,TL)によって32p-5'末端標
識した2本鎖のオリゴヌクレオチドを混ぜ 30分間室温で処理した｡その後､5%のネイティ
ブアクリルアミドゲルによって分離させるためにサンプルを電気泳動した｡sTAT3とDNA
の複合体を確認するために抗 sTAT3ウサギポリクローナル抗体を使いsupershiflassayによ
って認識した【70,7L]｡
(a)EMSA反応緩衝液
13mM Hepes,pH7.9,50mMNaCl,0,1mMEDTA,0.8%glycerol,0.5mMDTT,66.7lg/mJ
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poly(deoxyinosine-deoxycytidine),33.3LIg/mlsalmonspermDNA
(b)ネイティブアクリルアミドゲル (5%)
TBE,5%acrylamide,1.7%glycerol,TEMED,0.1%APS,ddH20
(C)2本鎖のオリゴヌクレオチド
Fonvard:5'-AATTCCATTTCCCGTAAATCCCTG-3′
Reverse:5'-人ATTCAGGGATTTACGGGAAATGG-3′
15.Thymidineincorporationassay
DU145細胞 (1.5×105細胞個/wel)､又はTRAMp-C1細胞 (1.0×105細胞個/wel)を24lWel
プレー トにまき24時間培養した.24時間培養した後､血清を含まない培養液で更に48時
間培養した.0.1-100nMのdihydrotestosterone(DHT)､又は0.1-12.5LIg/mlのレプチンで
15時間処理した｡pI3K阻害剤LY294002による実験は､前処理としてPI3K阻害剤 LY294002
の入った血清を含まない培養液にて30分間細胞を処理した後に､レプチンを添加した｡細
胞は1LICiの[3H]thymidine(lmethyl3H]Thymidine,Cat#TRK418,GEHealthcareLifeScience,
Buckinghamshire,UK)を加え､更に5時間処理後､細胞をpBSで一度洗い､氷水で冷却した
5% trichloroaceticacid(Cat#TO669,Sigma-Aldrich)で細胞を固定し､0.25MのNaOHで溶解
した｡溶解した細胞とシンチレーション液 (ultimaGoldTM,Cat#6013329,PerkinElmer,
waltham,MA)を混ぜ､シンチレーションカウンターによって細胞内に取り込まれた[3H]
thymidine量を測定した【211｡
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Ⅲ.結果
1.脂肪組織から分泌されたレプチンはAIPCの細胞増殖を制御する｡
当研究室における以前の研究で､ヒト組み換えレプチンがAIPC細胞のDU145とpc_3に
おいてそれらの細胞増殖を刺激することを報告しているが【21]､肥満により形成された脂肪
組織から分泌されたレプチンによって AIPCの細胞増殖が刺激されるかについてはまだ明
らかではなかった｡本研究では､まず新しく開発したマウスの前立腺癌細胞と脂肪組織由
来の分泌液を利用した系を用いることにより､脂肪組織から分泌されたレプチンが前立腺
癌の細胞増殖を制御することを証明した｡最初に､ヒト前立腺癌細胞と同様に【211､マウス
前立腺癌細胞 TRAMp-Clにおいても､シグナル伝達能力を持つことが報告されているレプ
チン受容体が発現していることをRTIPCR法によって証明した(図3A)oこの結果より､ヒト
前立腺癌細胞と同様に､マウス前立腺癌細胞 TRAMp-Clにおいてもレプチンがレプチン受
容休を介することにより細胞増殖を仲介する可能性が示唆された｡そこで､実際にレプチ
ン受容体が発現しているマウス前立腺癌細胞 TRAMp-C1においても男性ホルモンのDHT､
又はレプチンによって細胞増殖が制御されるかを明らかにするために【3H】thymidine
incorporationassayを用いたoo.1-100nMのDHT､又は0.1-12.5pg/mlのレプチンを培養
液に添加したところ､AIPC細胞のDU145やpc13の場合と同様に､DHT添加においては細
胞増殖に何の変化も示さなかったのに対して､レプチン添加においては濃度を高くしてい
くと濃度依存的に細胞増殖が上昇することがわかった(図 3B)｡次に脂肪組織から分泌され
たレプチンによって AIPC の細胞増殖が刺激されるかを調べることにした｡まず雄の
C57BL/6jマウスを使い低脂肪ダイエット食品を食べさせた痩身のマウス群､高脂肪ダイエ
ット食品を食べさせた肥満のマウス群と､そして遺伝的に肥満でレプチンの分泌が認めら
れないob/obマウス群から脂肪組織を取り出し､それぞれの脂肪組織に由来する分泌液を調
製した｡表 1に示すように､高脂肪ダイエット食品を食べさせた肥満のマウス群の体重､
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図3.(A).RTIPCR法によるマウスTRAlW-Cl細胞におけるマウスレプチン
受容体遺伝子発現解析｡RTIPCR法によってTM -C1細胞におけるマウス
レプチン受容体遺伝子発現を特異的に検出するプライマーを使ってmuOb-Ra
とmuOb-RbのmRNAの発現解析をした｡すべてのレプチン受容体遺伝子に
共通な部分(muob-R)も検出した｡GAPDH はコントロールとして使った｡再
現性を権藤するために同じ実験を4度繰り返したO実験にはそれぞれ違う時
に準備した3つのサンプルを使った (サンプル 1､2と3)03つのサンプルは
同時にPCRを行いPCR産物も同じゲル上で解析した｡pcR産物の大きさは､
muOb-Rが473bp､muOb-Raが237bp､ muOb-Rbが447bpそしてGAPDH
は1000bp｡(甘).r3H)thymidiAeiACOrpOration法によるDHTとレプチン添加
によるマウスTRAMp-C1細胞の細胞増殖-の影替｡マウスTRAMp-C1細胞
(1.0×105細胞個/wel)を24-welプレー トにまき24時間培養した｡24時間培
養した後､更に 48時間血清を含まない培養液で培養後､図中に示す濃度の
DHT又はレプチンを培養液に添加し､更に20時間培養した｡【3H】thymidine
の取り込みは最後の5時間培養時に【3Il]thymidineを入れてシンチレー ション
カウンターにより測定したOエタノール(Et)はDHT添加のコントロールとし
て用いた.同じ4つのサンプル値の平均土SDを示しているoP-yaluesはコン
トロール(白塗り)と比べ ●P <0.00050 (C).MTTAssayによる低脂肪ダイエ
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ットマウス群､高脂肪ダイエットマウス群､そして ob^obマウス群の脂肪組
耗からの分泌液による TRAMp-Cl細胞の細胞増殖-の影響｡細胞増殖は
MTT試薬が細胞内酵素による還元によって変化 した吸光度変化(OD550
mm-670mm)を測定することにより行った｡マウス TRAMp-Cl細胞(0.5×103
細胞個/wel)を96-welプレー トにまき24時間培養した024時間培養した後､
TRAMp-Cl細胞を 24時間血清を含まない培養液で培養した｡その後､それ
ぞれの脂肪組織由来の分泌液中で5日間培養した｡血清を含まない培養液を
コントロールとした｡同じ 4つのサンプル値の平均土SD を示している｡
p-Valuesはコントロールと比べ *P< 0.01, か*P< 0.00050 (D).MTTassay
によるレプチン中和抗体によるレプチン中和後の高脂肪ダイエットマウス
に由来する分泌液を用いたマウス TRAMp-C1細胞における細胞生存-の影
響｡細胞増殖は MTT試薬の細胞内酵素による還元によって変化した吸光度
(oD550mm-670nm)を測定することにより定量した｡マウスTRAMp-Cl細胞
(0.5×103細胞個/wel)を96-welプレー トにまき24時間培養した｡24時間培
養した後､24時間血清を含まない培養液中で培養した｡その後､高脂肪ダイ
エットマウス由来分泌液(黒塗り)又は血清を含まない培養液だけ(白塗り)を､
図中に示す濃度の抗マウスレプチン中和抗体と一緒にし前処理として 30分
間処理し､30分後培養液を分泌液と抗体の混ざった培養液に交換し5日間培
養した｡同じ4つのサンプル値の平均土SDを示しているoP-Valuesはコント
ロールと比べ *P< 0.0020(E).【3H]thym idineincorporation法によるレプチ
ン中和抗体処理によるレプチン中和後のヒト脂肪細胞に由来する分泌練を
用いて調べたヒトAIPC細胞DU145における細胞増殖-の影替｡ヒトDU145
細胞(1.5×105細胞個/wel)を24-welプレー トにまき24時間培養した｡24時
間培養した後､DU145細胞を 48時間血清を含まない培養液中で培養した｡
その後､ヒト脂肪細胞由来の分泌液(黒塗り)又は血清無しの培養液だけ(白塗
り)を､図中に示す濃度の抗マウスレプチン中和抗体と一緒にし前処理として
30分間処理し､30分後培養液を分泌液と抗体の混ざった培養液に交換し20
時間培養 した｡ 【3H】thym idineの取 り込みは最後の 5時間培養時に【3H】
仙ymidineを入れシンチレーションカウンターにより測定した｡同じ4つのサ
ンプル値の平均土SD を示 しているoP-va)uesはコン トロールと比べ 群
P < 0.02O
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表1.低脂肪ダイエットマウス群(助阪防マクス)､高脂肪ダイエットマウス
秤(威厳防マクス)､そしてob/obマウス群 (ob^obマクス)の個体当たりの体
重､給脂肪量､そして分泌液中のレプチン濃度｡それぞれのネズミの体重と
総脂肪量は殺した後すぐに計量した｡脂肪組織から作った脂肪組織分泌液の
調製方法は､材料と方法のところで詳しく記述している｡レプチン濃度は
ELISAにより測定した｡N/A-適応なし｡
精巣上体脂肪組織量､そして脂肪組織から分泌されたレプチンの濃度が､低脂肪ダイエッ
ト食品を食べさせた痩身のマウス群に比べ､明らかに増加し高くなっていることがわかっ
た｡これらの脂肪組織分泌液を培養液と入れ替え､細胞培養を継続したときの細胞増殖-
の影響を MTTassayによって解析した｡脂肪組織からの分泌液中のレプチン濃度に相関し
て､低脂肪ダイエット食品を食べさせた痩身のマウス群からの分泌液よりも高脂肪ダイエ
ット食品を食べさせた肥満のマウス群から調製した分泌液の方がより顕著に細胞増殖を促
進した (図3C)｡しかし､高脂肪ダイエット食品を食べさせた肥満のマウス群よりさらに肥
満ではあるが､レプチンの分泌が認められないob/obマウス群の脂肪組織から調製した分泌
液による細胞増殖刺激は､高脂肪ダイエット食品を食べさせた肥満のマウス群の分泌液よ
りも顕著に弱く､低脂肪ダイエット食品を食べさせた痩身のマウス群の分泌液よりも弱か
った(図 3C)｡これらの結果より､肥満により形成された脂肪組織に由来するレプチンが､
AIPCの細胞増殖に重要な役割を持っている可能性が示唆された｡このAIPCの細胞増殖に
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レプチンが関わっているかをさらに確認するために､脂肪組織由来の分泌液中のレプチン
をレプチン中和抗体によって中和させ､同じようにMTTassayを用いてマウス前立腺癌細
胞TfuMp-C1の細胞増殖-の影響を調べた.その結果､5pg/mlのマウスのIgG (コントロ
ール)を添加しても細胞増殖-の影響は無かったのに対して､レプチン中和抗体では5ドg/ml
の濃度を添加したところで細胞増殖が顕著に抑制された(図 3D)｡更に､ヒト脂肪細胞に由
来する分泌液中のレプチンをレプチン中和抗体によって中和させ､ヒト前立腺癌細胞
DU145の細胞増殖-の影響を調べたところ､マウスのコントロール lgGを添加しても影響
は無かったのに対して､抗ヒトレプチン中和抗体を添加することによって濃度依存的に細
胞増殖が抑制されることがわかった(図 3E)｡これらの結果から､脂肪組織から分泌された
レプチンがヒト【211だけでなくマウスのAIPCの細胞増殖を制御することが示された｡以上
の結果をまとめると､脂肪組織から分泌されたレプチンがAIPCの細胞増殖において重要な
役割を持っている可能性が示された｡
2.レプチンによるJNK､STAT3そしてAktの二相性の活性化｡
当研究室において､レプチンを細胞培養液中に添加後 15分程度で細胞内JNKが活性化さ
れ､この JNK の活性化が細胞増殖に必須なことを報告している【211｡JNK【2日と同様に､
sTAT3[72]やAktl58-40】もAIPC細胞において重要な役割をしていることが報告されている｡
一方､レプチンが様々な細胞において､これらのシグナル伝達分子を活性化させる能力が
あることも知られている【22,25-28]｡これらのシグナル伝達分子の早い活性化､そして持続
的な活性化の両方が癌細胞の増殖において重要であることが知られているOしかしながら､
AIPCを含む様々な細胞において､レプチンが関与することによって引き起こされるこれら
の分子間での同時的な活性化､又はそれらの分子間での相互作用はこれまで報告されてい
なかった.そこでヒトAIPC細胞DU145を用いて､培養液中にレプチンを12.5Llg/ml添加
した後に､培養細胞においてJNK､STAT3そしてAktの活性化が引き起こされるかを検証
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図4.(A).レプチンはヒトAIPC細胞DU145においてJNKを二相性に活性化
する｡70%細胞密度のDU145細胞を､血清を含まない培溶液にて24時間培
養した後､血清を含まない培溶液 (レーン1､8と13)､又は 12.5Lg/mlのレ
プチンを含み血清を含まない培溶液 (レーン2-7､9-12と 14-18)中で図
中に示した時間の間培養した｡培養後､細胞より得られたタンパク質250pg
を含む細胞ライセ- トはG-Jum融合タンパクを基質としてinvitroのJNKassay
kjtを用いて酵素反応を行わせたocIJun 基質タンパク(substrate)上のSer-63部
位のリン酸化はそのリン酸化部位を特異的に認識する抗体を使いウェスタン
ブロット法を用いて検出･定量した(SubsLrate(Ser-63))｡一方､全JNKのタン
パク量は､タンパク質50pgを含む細胞ライセ- トを使いp54.mKとp46LJNK
の両方の型の JNKを検出する抗 JNK抗体を使ってウェスタンブロット法に
よって検出･定量したO抗JNK抗体で検出 ･定量した後､そのメンブレンか
ら抗体を取り除き､最後にサンプル間での総タンパク量の差がないことを抗
GAPDH抗体によって検出 ･定量した(GAPDH)0(B).レプチン添加はヒト
AIPC細胞 DU145においてC-Jun基質のリン酸化を二相性に引き起こし活性
化する｡C-Junの Ser-63残基とSeト73残基の部位のリン酸化は､タンパク質
50pgを含む細胞ライセ- トを用いたウェスタンブロット法によって抗リン
酸化 C-JunSerl63抗体､又は抗リン酸化 C-JunSer173抗体b-C-Jun(Ser-63)と
p-C-Jm (Ser-73))によって検出･定量したO全C-Jun タンパク質は抗リン酸C-Jun
抗体で検出 ･定量したメンブレンから抗体を取り除き､リン酸化と非リン酸
化された両方のC-Junを検出する抗C-Jum抗体を使って検出･定量した(cJun)0
抗C-Jun抗体で検出･定量した後､そのメンブレンから抗体を再び取り除き､
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最後にサンプル間での総タンパク質量に差がないことを抗 GAPDH抗体によ
って検出･定量した(GAPDH)0
したOこのとき､レプチン添加後､0-1時間の早い時間帯と､それよりも遅い 1-48時間
の時間帯に注目して解析を行ったoJNKは､C-Junの活性化に重要なC-JunのSer-63残基と
Seト73残基のリン酸化を行うことが知られている[43-47】｡まず､C-JunのSeト63残基のリン
酸化レベルを指標にJNK活性を測定した (図4A)｡ヒトAIPC細胞 DU145において､JNK
活性が定常的に存在すること､そしてレプチン添加に伴って早い刺激が起こり､15分程度
でJNK活性が頂点を示し､45分ほどで定常状態-と戻るという時間経過を､前回の報告と
同様に観測することができた【2日(図4A)｡今回はさらにより幅広い時間帯での時間経過も
解析した｡その結果､レプチン添加後 75分ほどでまた徐々にJNK活性の上昇が起こり､こ
の活性化は24時間後まで続くことがわかった(図4A)Oこの間､p54JNK(JNK2,3)とp46JNK
(JNKl)の2つのバンドで示されたJNK総タンパク量はほとんど変化しておらず､JNKの
酵素活性自体の上昇がC-JunのSeト63残基のリン酸化を引き起こしていると解釈できた｡続
いて､レプチン添加に伴って引き起こされるこれらC-JunのSeト63残基とser-73残基のリン
酸化レベルを解析したところ､レプチンはこれら2つのC-Junのセリン基質リン酸化をJNK
の場合と良く似た時間経過で上昇させることがわかった(図4B)｡次に､STAT3のDNA結合
能の活性をEMSAによって測定した｡Alpc細胞DU145において､STAT3のDNA結合活性
は､以前の報告のように定常的なレベルの活性を持つことがわかった【70]｡レプチン添加後､
15分程度でDNA結合活性は上昇しピークを示した後､45分ほどで元の定常状態-と戻り､
2-8時間ほどで再びDNA結合活性が上昇するという二相性を示すことがわかった(図5A)o
sTAT3のDNA結合能の活性化はSTAT3のTyr-705残基とSer-727残基のリン酸化を通して
制御されることがわかっている[48]Oそこで､STAT3の Tyr-705残基とser-727残基のリン
酸化レベルの時間経過をウェスタンブロット法により解析した｡まず､レプチンを添加し
なくとも､STAT3のTyr-705残基とser-727残基が低いレベルではあるが定常的にリン酸化
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図 5.(A).レプチンの添加はヒトAIPC 細胞 DtJ145において STAT3の DNA
結合活性を二相性に活性化する｡70%細胞密度のDU145細胞を､血清を含ま
ない培養液にて 24時間培養 した後､血清を含まない培養液 (レーン 1､8､
13と19)又は 12.5LIg/mlのレプチンを含み血清を含まない培養液 (レーン2
-7､9-12､14-18と20-22)中で図中に示した時間の間処理したoSTAT3
のDNA結合活性は､タンパク質 101gを含む細胞ライセ- トを使い5'-末端
が 32p標識された二本鎖のオリゴヌクレオチ ドの M67-SIEをプローブとして
EMSAによって検出 ･定量したosTAT3とDNAの複合体は抗 sTAT3抗体に
よるsupersh的assayによって確認した (レーン 19-22)0 S7AT3:STAT31DNA
の複合体､sTAT3Ab:抗 sTAT3抗体､ ss:sTAT31DNA一抗 sTAT3抗体の
複合体､NS:非特異結合D(B).レプチン添加はヒトAlPC細胞 DU145にお
いてSTAT3のTyr705残基とSer1727残基のリン酸化を二相性に上昇させる｡
STAT3のTyr705残基とSer-727残基のリン酸化レベルは､タンパク質 50lg
を含む細胞ライセ- トを用いてウェスタンブロット法によって抗 リン酸
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STAT3Tyr-705抗体､又は抗リン酸 sTAT3Ser-727抗体O-S7;AT3qyr-705)と
p-sTAT3(Ser-727))によって検出 ･定量した｡全sTAT3タンパク質量は､抗リ
ン酸sTAT3抗体で検出したメンブレンから抗体を取り除き､リン酸化と非リ
ン酸化された両方のSTAT3を検出する抗sTAT3抗体を使ったウェスタンブロ
ット法によって検出 ･定量した(STAT3).抗 sTAT3抗体で検出した後､その
メンブレンから抗体を再び取り除き､最後にサンプル間での差がないことを
抗 GAPDH 抗体を使ったウェスタンブロット法によって検出 ･定量した
(GAPDH)o
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図6.レプチン添加はヒトATPC細胞 J)U145においてはAktのSer-473残基
のリン酸化を二相性に上昇させる070%細胞密度のDU145細胞を､血清を含
まない培養液にて 24時間培養した後､血清を含まない培養液 (レー ン 1､8
と13)又は､12.5pg/mlのレプチンを含み血清を含まない培養液 (レー ン2
-7､9-12と 14-18)中で図中に示した時間の間処理した｡Aktの Seト473
残基のリン酸化は､タンパク質 1mgを含む細胞ライセ- トと抗Akt抗体を免
疫沈降させ､抗リン酸AktSeト473抗体を使って､ウェスタンブロット法によ
って検出･定量したb-Akt(Ser-473))｡全Aktタンパク質量はタンパク質50ug
を含む細胞ライセ- トを使い､リン酸化と非リン酸化された両方のAktを検
出する抗 Akt抗体を使ってウェスタンブロット法によって検出 ･定量した
(Akt)｡抗 Akt抗体で検出した後､そのメンブレンから抗体を再び取り除き､
最後にサンプル間での差がないことを抗 GAPDH抗体を使ってウェスタンブ
ロット法によって検出 ･定量した(GAPDH)0
されていることがわかった(図5B).次に､レプチン添加に伴い､STAT3のDNA結合活性の
上昇と非常に良く似た時間経過でSTAT3のTyr-705残基とser-727残基のリン酸化レベルも
二相性に上昇することを見つけた｡AIPC細胞において､レプチン添加がsTAT3の持つ DNA
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結合能を上昇させ､Tyr-705残基とserl727残基のリン酸化レベルを上昇させることを示し
たのは､この報告が初めてであるo次いで､レプチン添加が Aktを経由するシグナル伝達
経路-影響するかを同様な手法で調べた｡Aktの活性化にはAktのSeト473残基のリン酸化
が必須なことが報告されている[53】｡既に述べた他のシグナル伝達分子の場合と同様に､レ
プチン添加はAktのSeト473残基のリン酸化レベルを5分程度で上昇させるが､すぐに定常
レベル-と戻り､4-8時間ほどで再びリン酸化レベルが上昇し二相性を示すことがわかっ
た(図6)0
以上の結果をまとめると､ヒトAIPC細胞DU145-のレプチン添加はJNK､STAT3そし
て Aktという3つのシグナル分子のリン酸化レベルを二相性に上昇させること､そして､
これらのリン酸化により､それぞれの活性化も二相性に引き起こされることが示されたC
3.JNKはレプチン添加によるSTAT3のDNA結合活性とリン酸化レベルの上昇を仲介する｡
STAT3の活性化に際して､JAKによるSTAT3のTyr-705残基のリン酸化は細胞質で起こ
るが､ser-727残基のリン酸化は Tyr1705残基がリン酸化されて二量体を形成し､核内-移
動した後に起こることが報告されている｡このSer-727残基のリン酸化はSTAT3の活性を持
続､そして最大化するために必要なことが報告されている【48]oJNKが直接sTAT3のSer1727
残基のリン酸化を通してSTAT3の活性の制御を行っていることが既に報告されていること
と【50,511､AIPC細胞 DU145においてレプチン添加によってJNKと sTAT3が似た時間経
過で活性化されていることから(図4､5)､レプチンによって刺激されたAIPCの細胞増殖に
おいて､JNKが serl727残基のリン酸化を通してSTAT3の活性化を制御していることが示
唆されたQそこで､JNKがレプチン添加によるsTAT3の活性の早期のピーク(15分)と2回
目のピー ク(2時間)という二相性の現象に対して仲介しているかを調べた.このとき､JNK
の阻害剤sp600125(10pM)を使い【21]､レプチン添加によるSTAT3のDNA結合活性､Tyr-705
残基とser-727残基のリン酸化-の影響を 15分と2時間の処理時間について調べた｡する
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と､それぞれの処理時間においてJNK阻害剤 sp600125がsTAT3のDNA結合活性を著しく
弱めるとともにTyrl705残基とser-727残基のリン酸化レベルを下げることが確認できた(図
7A､7B).これらの結果から､レプチン添加に伴い､JNKを仲介することによりSTAT3の
seト727残基のリン酸化が引き起こされ､sTAT3のDNA結合活性が上昇することが示唆さ
れた.更に注目すべきは､JNKの阻害剤 sp600125はレプチン添加によるSTAT3のDNA結
合活性の上昇､Tyr-705残基とser-727残基のリン酸化レベル上昇の早期のピー ク(15分)に
ついては部分的にしか抑えていないのに対して､2つ目のピーク(2時間)についてはほとん
ど完全に抑えたことであるOこの結果は､JNKによるSTAT3のSer1727残基のリン酸化は､
レプチン添加により引き起こされるSTAT3の活性化を最大に､そして長時間持続させるた
めに重要であることを示唆している｡更に､Ser-727残基のリン酸化の阻害は､必ずTyr-705
残基のリン酸化の阻害をも伴っていることがわかる(図7B).このことは､JNKによるSer-727
残基のリン酸化は､先に起こるTyr-705部位のリン酸化を安定化させることになり､この安
定化によってSTAT3の活性が増加させられていることを示唆するものである｡元々､STAT3
は IL-6-IL-6受容体-JAK-STAT3というシグナル経路で活性化されることが知られてい
る｡そこで､JNKがIL-6添加にともなうsTAT3のDNA結合活性上昇､そしてTyr-705残
基とser-727残基のリン酸化レベルの上昇についても仲介しているかを調べた｡その結果､
JNKの阻害剤 sp600125によるIL-6添加によって引き起こされる､STAT3のDNA結合活性
の上昇(図7A)とリン酸化レベルの上昇(図7B)-の影響は見られなかったOこの実験結果は､
JNKの阻害剤 sp600125は､レプチン添加により引き起こさるSTAT3の活性上昇を非特異
的に阻害していないことを示しており､レプチン添加により引き起こされるSnlT3の活性
上昇においてJNKが持つ仲介者としての働きの重要性を更に強く示唆するものであった｡
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図7.(A).JNKはヒトAIPC細胞 DU145においてレプチン添加によるSTAT3
のDNA結合能上昇を仲介する｡70%細胞密度のDU145細胞を､血清を含ま
ない培養液にて24時間培養した後､ジメチルスルホキシド (Me2SO:媒体コ
ントロール)又は ]OLIMのSP600125(薬理学的JNK阻害剤)で30分間前処
理した｡その後､血清を含まない培養液 (レーン 1-3､7-9と 13-15)､
12.5pg/mlのレプチンを含み血清を含まない培養液 (レーン4-6､10-12)
中で 75分間又は 2時間処理した｡lL-6の場合は､血清を含まない培養液に
100ng/mlの IL-6を混ぜ(レー ン16-18)､その培養液と交換し15分間処理す
ることによって行った｡STAT3のDNA結合能は､タンパク質 10pgを含む細
胞ライセ- トを使い5'-末端が 32p標識された二本鎖のオリゴヌクレオチ ドの
M67-S]EをプローブとしてEMSAによって評価したoSTAT3:STAT31DNAの
複合体､NS:非特異結合.(TI).JNKはヒトAJPC細胞 DU145においてレプ
37
チン添加による STAT3のリン酸化レベル上昇を仲介する｡70%細胞密度の
DU145細胞を､血清を含まない培養液にて24時間培養した後､ジメチルス
ルホキシド (Me2SO:媒体コントロール)又は10pMのSP600125(薬理学的
JNK阻害剤)で30分間前処理したOその後､血清を含まない培養液 (レー ン
1-3､7-9と13-15)､12.5LIg/mlのレプチンを含み血清を含まない培養液
(レー ン4-6､10-12)で 15分間又は2時間処理した｡Ⅰし6の場合は､血
清を含まない培養液に100ng/mlのIL-6を混ぜ(レー ン16-18)､その培養液
と交換し15分間処理することによって行った｡STAT3のTyr705残基とSer-727
残基のリン酸化は､タンパク質50帽 を含む細胞ライセ-トを用いてウェス
タンブロット法によって抗リン酸 sTAT3Tyr-705抗体又は抗リン酸 sTAT3
Ser-727抗体Q7-STAT3nTyr-705)とp-sTAT3(Her-727))によって検出･定量したO
全 sTAT3タンパク量は､抗リン酸sTAT3抗体で検出したメンブレンから抗
体を取り除き､リン酸化と非リン酸化された両方の STAT3を検出する抗
STAT3抗体を使ってウェスタンブロット法によって検出･定量した(STAT3)O
抗sTAT3抗体で検出･定量した後､そのメンブレンから抗体を再び取り除き､
最後にサンプル間での差がないことを抗GAPDH抗体を用いたウェスタンブ
ロット法によって検出･定量した(GAPDH).
4.Aktはレプチン添加によるAⅡ'C細胞の増殖に影響を与える｡
次に我々はIGF-1-IGF-Ⅰ受容体-pI3K-Aktシグナル経路に注目した｡Aktの活性化にお
いてはAktのSeト473残基のリン酸化がより重要であることから､レプチン添加にともなう
Aktの Seト473残基のリン酸化レベルの上昇に注目して解析を行った(図 6)｡その結果､レ
プチン添加がAIPC細胞において､AktのSeト473残基のリン酸化レベルの上昇をもたらす
ことがわかり(図6)､Aktがレプチン添加によるAIPCの細胞増殖を仲介する可能性が示唆さ
れた｡これを証明するために､Aktの上流に位置すると考えられているシグナル分子 PI3K
の阻害剤LY294002(5pM)を使って､レプチン添加により引き起こされる細胞増殖とAktの
Ser-473残基のリン酸化レベル-の影響を調べたOその結果､5pMのLY294002で細胞増殖
が抑えられ､更にAktのSeト473残基のリン酸化レベルも抑えられることが分かった(図8A､
8B)｡この結果より､P13K-Aktのシグナル伝達がレプチン添加により引き起こされるAIPC
の細胞増殖を仲介しており､実際にAktがpI3Kの下流に位置することが示された｡
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図8.(A).ヒトAIPC細胞 DU145においてレプチン添加により引き起こされ
るシグナル伝達はPI3K-Aktを仲介する｡70%細胞密度のDU145細胞を､血
清を含まない培養液にて24時間培養した後､ジメチルスルホキシド(Me2SO:
媒体コントロール)又は5PMのLY294002(薬理学的pI3K阻害剤)で30分
間前処理した.その後､血清を含まない培養液 (レーン1､3と5)､12.5pg/m)
のレプチンを含み血清を含まない培養液 (レーン2､4と6)中で5分間処理
した｡Akt分子のSeト473残基のリン酸化レベルは､タンパク質 1mgを含む
細胞ライセ- トに含まれるAktを抗 Akt抗体によって免疫沈降させた後､抗
リン酸AktSer-473抗体を使ったウェスタンブロット法によって検出･定量し
たO-Akt(Ser1473))｡全Aktタンパク量はタンパク質50pgを含む細胞ライセ
- トを使い､リン酸化と非リン酸化された両方のAktを検出する抗 Akt抗体
を使ったウェスタンブロット法によって検出 ･定量した(Akt)0(B).PI3K-Akt
シグナル伝達経路はレプチン添加によるAIPC細胞DU145の細胞増殖を仲介
する｡DU145細胞(1.5×105細胞個/wel)を24-welプレー トにまき24時間培
養した.24時間培養した後､DU145細胞は48時間血清を含まない培養液で
培養した｡その後､ジメチルスルホキシド(Me2SO:媒体コントロール)､又
は5pMのLY294002(薬理学的p13K阻害剤)で30分間前処理後､血清を含
まない培養液だけ(白塗り)又は 12.5pg/mlのレプチン(黒塗り)で20時間培養
したo l3H]thymidineの取り込みは最後の5時間培養時に[3H】thymidineを入
れシンチレー ションカウンターにより測定した｡Q同じ4つのサンプル値の平
均j=SDを示しているoP-valuesはコントロール(白塗り)と比べ 脊P < 0.0050
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5.JNXはレプチン添加により引き起こされるAktのリン酸化を仲介する｡
JNKや sTAT3と同様に､Aktもレプチン添加によってSer-473残基のリン酸化が二相性に
活性化され(図6)､AIPCの細胞増殖において重要な役割を持っていることが明らかにされた
(図8)｡さらに､JNKがレプチン添加によって活性化されsTAT3の活性レベルを制御してい
たように(図7)､Aktのリン酸化レベルもJNKによって制御されている可能性が考えられた｡
そこで､JNKがレプチン添加によって引き起こされた二相性の Aktのリン酸化レベル上昇
を制御しているかを検証するために､JNKの阻害剤 sp600125によるレプチン添加により引
き起こされるAktのSeト473残基のリン酸化レベルの最初のピーク(5分)と2回目のピー ク(4
時間)-の影響を調べたOレプチン添加により引き起こされる最初のピーク(5分)はJNKの
阻害剤 sp600125によって完全に抑制されたのに対し､2回目のピーク(4時間)では部分的に
しか抑制されなかった(図9)Oこの結果より､早い-相目のAktのリン酸化レベル上昇には
JNKは重要だが､持続して起こる遅い二相目のリン酸化レベル上昇は､JNK以外を経由す
るシグナル経路も関与していることがわかったO対照として､IGFII添加によって 15分間
処理したAlpc細胞DU145について､JNKの阻害剤 sp600125によるAktのSer1473残基の
リン酸化レベル-の影響を調べたが､何の影響も見られなかった(図 9)｡この結果は､JNK
の阻害剤sp600125が非特異的にAktのリン酸化レベル上昇に影響を及ぼしているわけでは
ないことを示している｡以上の実験結果をまとめると､IGF-1からのP13K-Aktシグナル経
路以外に､レプチンからのJNKを仲介するPI3K-Aktシグナル経路が存在することが明か
となった｡
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図9.JNKはAIPC細胞 DU145においてレプチン添加によって引き起こされ
たAktのSeト473残基のリン酸化に重要である｡70%細胞密度のDU145細胞
を､血清を含まない培養液にて 24時間培養した後､ジメチルスルホキシド
(Me2SO:媒体コントロール)又は 10pMのSP600125(薬理学的JNK阻害剤)
で30分間前処理した｡その後､血清を含まない培養液 (レーン1-3､7-9
と13-15)､又は 12.5卜g/mlのレプチンを含み血清を含まない培養液 (レー
ン4-6､10-】2)中で5分間又は4時間処理した｡IGF-1の場合は､血清を
含まない培養液に100ng/mlのIGF-1を混ぜ(レーン16-18)､その培養液と交
換し15分間処理することによって行った｡AktのSer-473残基のリン酸化レ
ベルは､タンパク質 1mgを含む細胞ライセ- トに含まれるAktを抗Akt抗体
によって免疫沈降させ､抗リン酸AktSerl473抗体を用いたウェスタンブロッ
ト法によって検出･定量したb-Akt(Ser-473))D全Aktタンパクはタンパク質
50帽 を含む細胞ライセ-トを使い､リン酸化と非リン酸化された両方のAkt
を検出する抗 Akt抗体を使ってウェスタンブロット法によって検出 ･定量し
た(Akt)｡抗 Akt抗体で検出した後､そのメンブレンから抗体を取り除き､負
後にサンプル間での差がないことを抗 GAPDH抗体を用いたウェスタンブロ
ット法によって検出 ･定量した(GAPDH)0
6.レプチン添加はヒトAIPC細胞 DU145だけでなくマウスAIPC細胞 TRAMp-Clにおい
てもJNK､STAT3そしてAktを活性化する｡
次に､レプチン添加がヒトATPC細胞DU145だけでなく､他のAIPC細胞においてもJNK､
sTAT3そして Aktを活性化するかを検証したOそのために､レプチンによる短い処理時間
がこれらのシグナル伝達分子の活性･リン酸化 レベル-どの程度影響するかを､マウスAIPC
細胞 TRAMp-C1を用いて調べた.その結果､TRAMPICl細胞では､レプチンを添加 しなく
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図 10.レプチン添加はマウスAIPC細胞TRAMp-ClにおいてもJNK､STAT3
そしてAktを活性化する｡70%細胞密度のTRAMp-C1細胞を､血清を含まな
い培養液にて24時間培養した後､血清を含まない培養液 (レーン 1)､又は
12.5pg/mlのレプチンを含み血清を含まない培養液 (レーン2-4)中で図中
に示した時間の間処理した｡(A)タンパク質250帽 を含む細胞ライセ- トは
C-Jun融合タンパクをリン酸化基質としてinvL'troのJNKassayに使った｡基質
タンパク上のSeト63部位のリン酸化レベルはそのリン酸化部位を特異的に認
識する抗体を用いてウェスタンブロット法を用いて検出 ･定量した(Substrate
(Serl63)).全てのJNKのタンパク量を､タンパク質 50LIgを含む細胞ライセ
- トを使い活性型と非活性型の両方の JNKを検出する抗 JNK抗体を用いた
ウェスタンブロット法によって検出 ･定量した¢54LWKとp46LJNK)｡cJun
のSer-63残基とSer-73残基のリン酸化レベルは､タンパク質 50pgを含む細
胞ライセ- トを用いたウェスタンブロット法によって抗リン酸 C-JunSeト63
抗体､又は抗リン酸cIJunSerl73抗体b-C-Jun(Ser163)とp-C-Jun(Ser-73))によ
って検出･定量した｡全 cJunタンパク質量はタンパク質 50pgを含む細胞ラ
イセ- トを使い､リン酸化と非 リン酸化された両方の C-Junを検出する抗
C-Jun抗体を用いたウェスタンブロット法によって検出･定量した(cIJun)O(B)
sTAT3のDNA結合活性は､タンパク質 10帽 を含む細胞ライセ- トを使い5'一
末端が 32p標識された二本鎖のオリゴヌクレオチ ドの M67-SIEをプローブと
して EMSAによって評価した｡S7:AT3:STAT3-DNAの複合体､NS:非特異
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結合｡sTAT3のTyr705残基とSer-727残基のリン酸化レベルは､タンパク質
50帽 を含む細胞ライセ-トを用いてウェスタンブロット法によって抗リン
酸sTAT3Tyr1705抗体､又は抗リン酸cIJunSer-727抗体b-S7;AT3qyr-705)と
p-sTW3(Ser-727))によって検出･定量した｡全sTAT3タンパク質量は抗リン
酸STAT3抗体で検出したメンブレンから抗体を取り除き､リン酸化と非リン
酸化された両方のSTAT3を検出する抗sTAT3抗体を使ったウェスタンブロッ
ト法によって検出･定量した(sTAT3)0(C)Aktの Ser-473残基のリン酸化レ
ベルは､タンパク質 1mgを含む細胞ライセ-トに含まれるAktを抗Akt抗体
によって免疫沈降させ､抗リン酸AkSer473抗体を用いたウェスタンブロッ
ト法によって検出･定量した¢-Akt(Ser1473)).全Aktタンパク質量はタンパ
ク質50pgを含む細胞ライセ-トを使い､リン酸化と非リン酸化された両方
のAktを検出する抗Akt抗体を用いたウェスタンブロット法によって検出･
定量した(Akt)o
ても､3つのシグナル伝達分子すべてにおいて定常的なレベルでの活性化が起こっているこ
とがわかった(図 10)｡レプチン添加後 15分間の処理は､JNKの活性､そして C-Junの活性
化に重要な C-Junの Seト63残基と Seト73残基のリン酸化レベルの上昇を引き起こした(図
10A)oそして､STAT3のDNA結合活性上昇や Tyrl705残基とSer1727残基のリン酸化レベ
ルの上昇を引き起こした(図 10B)｡また､AktのSer-473残基のリン酸化レベルの上昇につい
てはレプチンで処理してから 10分ほどでピークを観測できた(図 10C)o以上の実験結果よ
り､マウス前立腺癌細胞 TRAMPIClにおいてレプチン添加処理を行うと､JNK､STAT3そ
してAktのシグナル伝達経路それぞれにおいて､ヒト前立腺癌細胞 DU145の場合と非常に
良く似た活性上昇の時間経過を示すことがわかった｡
7.ヒトAIPC細胞DtJ145だけでなくマウスAIPC細胞TRAMp-ClにおいてもJNKはレプ
チン添加によって引き起こされるSTAT3やAktの活性化を制御する｡
ヒトそしてマウスの 2つの AIPC細胞においてレプチン添加は JNK､STAT3そして Akt
を活性化した｡このことから､DU145細胞と同様にTRAMp-C1細胞においても､JNKがレ
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図9.JNKはマウスAIPC細胞TRAMPIClにおいてもレプチン添加によって
引き起こされたSTAT3のDNA結合能上昇やリン酸化レベル上昇､更にAkt
のリン酸化上昇を制御する｡70%細胞密度のTRAMp-Cl細胞を血清を含まな
い培養液にて24時間培養した後､ジメチルスルホキシド (Me2SO:媒体コン
トロール)又は 10pMのSP600125(薬理学的JNK阻害剤)で30分間前処理
したOその後､血清を含まない培溶液 (レーン1-3)､12.5pg/m】のレプチ
ンを含む血清を含まない培養液 (レー ン4-6)中で図中に示した時間の間処
理した.(A)sTAT3のDNA結合活性は､タンパク質 10pgを含む細胞ライ
セ- トを使い 5'一末端が 32p標識された二本鎖のオリゴヌクレオチ ドの
M67-SIEをプローブとしてEMSAによって評価した.ST:AT3:STAT3-DNAの
複合体､NS:非特異結合｡(B)sTAT3のTyr705残基とSer-727残基のリン酸
化レベルは､タンパク質 50帽 を含む細胞ライセ- トを用いてウェスタンブ
ロット法によって抗リン酸sTAT3Tyrl705抗体又は抗リン酸cIJun Ser-727抗
体O-STAT3qyr-705)とp-STAT3(Sel･-727))によって検出 ･定量したO全ての
sTAT3タンパク質量は抗リン酸 sTAT3抗体で検出したメンブレンから抗体
を取り除き､リン酸化と非リン酸化された両方のSTAT3を検出する抗sTAT3
抗体を用いてウェスタンブロット法によって検出 ･定量した(STAT3).(C)
AktのSeト473のリン酸化レベルは､タンパク質 1mgを含む細胞ライセ- ト
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に含まれるAktを抗Akt抗体によって免疫沈降させ､抗リン酸AktSer-473抗
体を用いてウェスタンブロット法によって検出･定量したb-Akt(Ser-473))0
全Aktタンパク質量はタンパク質50pgを含む細胞ライセ-トを使い､リン
酸化と非リン酸化された両方のAktを検出する抗Akt抗体を用いたウェスタ
ンブロット法によって検出･定量した(Akt)0
ブチン添加によって引き起こされるSnlT3とAktの活性化を制御している可能性が考えら
れた｡この可能性を検証するために､まずJNKの阻害剤 sp600125によって前処理した後､
レプチンで 15分間処理したTRAMp-Cl細胞におけるSTAT3のDNA結合活性､Tyr-705残
基とser-727残基のリン酸化-の影響を調べた｡DU145細胞で得られた結果と同様に(図7A､
7B)､TRAMp-Cl細胞においてもJNK阻害剤 sp600125はレプチン添加により引き起こされ
るSTAT3のDNA結合活性上昇(図 11A)を阻害し､Tyr1705残基とSer-727残基のリン酸化レ
ベル(図 ILB)を強く減少させた.次に､JNKの阻害剤 sp600125によって前処理した後､レ
プチンで10分間処理したTRAMp-Cl細胞におけるAktのSer-473残基のリン酸化レベル-
の影響を調べたところ､ser-473残基のリン酸化レベルの顕著な抑制が起こっていることが
わかった(図 11C)｡以上の結果より､ヒトAIPC細胞DU145だけでなく､マウスAIPC細胞
TRAMp-Clにおいても､レプチン添加により引き起こされるSTAT3とAktの活性化をJNK
が制御していることがわかった｡これらの結果は､レプチン添加により引き起こされるJNK､
sTAT3そしてAktの間の相互関係が､AIPCの細胞増殖を制御する上で共通に機能している
シグナル現象である可能性を示唆した｡
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Ⅳ.考察
AIPCは前立腺癌が進行した致死性の病状である｡近年､肥満が前立腺癌の進行の促進と
関係していることが臨床的に注目されている[4-9]｡当研究室での以前の研究により､ヒト
脂肪細胞分泌液に含まれる何らかの因子がAIPC細胞DU145とpC-3の細胞増殖を誘起させ
ることがわかっていた[21】｡しかし､実際に脂肪組織からどのような物質が分泌され､どの
ような機構でAIPC細胞DU145とpc-3の細胞増殖を誘起するのか不明であった｡我々はま
ず脂肪組織から分泌される脂肪サイ トカインの一つ､レプチンに注目した｡レプチン分泌
は肥満において著しく増加することが報告されている (表 1)[73】｡しかも､血清を含まな
い培養液中に精製したリコンビナント･レプチンを添加した場合､AIPC細胞DU145とpc-3
では明らかな細胞増殖の誘起が見られた[21]｡しかし､脂肪組織分泌液に含まれるレプチン
が本当にAIPCの細胞増殖を制御しているかは明らかではなかった｡今回､我々は､脂肪組
織から分泌されたレプチンがAIPCの細胞増殖を制御しているという仮説を立て､私の博士
後期課程の研究において検証した｡
この研究において私はまず初めに､マウス前立腺癌細胞 TRAMp-Clの細胞生物学的特徴
を調べた｡その結果､ヒト由来のAIPC細胞 DU145や pc-3と同様にマウスTRAMp-Clが
アンドロゲン非依存性であり､レプチン添加に反応して細胞増殖が誘起されることを見つ
けた (図3B)｡この発見を基に､AIPCの細胞増殖におけるレプチンを含む種々の脂肪組織
由来因子にターゲットを絞ることにした｡まず､脂肪組織より分泌される因子による影響
を調べるために､肥満マウスと痩身マウスの精巣上体脂肪組織から分泌液を調製する方法
を確立し､分泌液中の因子とAIPC細胞TRAMp-Clとの関係を調べるためのinvitroでの再
構成系を開発した｡この再構成系では､マウス脂肪組織内で合成され細胞外に分泌された
因子を含む分泌液を用いるので､液中の因子は､マウスTRAMp-Cl細胞と種の適合性があ
るという利点がある｡またAIPC細胞における脂肪組織由来サイトカインとの相互作用を調
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べる際に､肥満に伴って脂肪組織から分泌される因子と前立腺癌の細胞増殖との相互関係
を､実験的に引き起こした肥満による効果で評価できると考えた｡具体的には､高脂肪ダ
イエット食品を食べさせた肥満のマウス群､低脂肪ダイエット食品を食べさせた痩身のマ
ウス群､そして遺伝的に肥満でレプチンの分泌が認められないob/obマウス群のそれぞれか
ら精巣上体脂肪組織を取り出し､脂肪組織分泌液を調製した｡私はこの再構成系を用いた
実験によって､肥満に伴うAIPCの細胞増殖は､脂肪組織から分泌されたレプチン分子が中
心的な役割をしている可能性が高いことを示した (表 1､図3C)｡
一般的に､脂肪組織に由来する因子は癌細胞に対してエンドクリンそしてパラクリンの
両方の経路で働きかけをすることが考えられる｡前立腺癌細胞が脂肪の塊中に浸潤した時､
あるいは脂肪細胞が豊富にある骨髄-転移した時､癌細胞はパラクリン的な脂肪組織に由
来する因子によって作用を受けていることが考えられる｡ここで気付くことは､AIPCの細
胞増殖を誘起するのに必要な外因性のレプチンの濃度範囲が､ヒトAIPC細胞DU145とpc-3
では 100ng/m1-12.5pg/mlであり､マウスTRAMp-C1細胞では2-12.5pg/ml程度であるこ
とである｡これに対して､実際のヒト男性の体内循環血液中のレプチン濃度は5-100ng血1
程度､また､マウス脂肪組織からの分泌液では 10-15mg/ml(表1)程度あり､これらの値
と比べると著しく高い濃度が必要であった【73-761｡当研究室での以前の研究において､他
の脂肪組織由来のサイ トカインIGF-1やIL-6は､レプチンと混合して用いることによりAIPC
の細胞増殖を更に増感することが示されたが【211､実際のヒト体内でのレプチンの濃度は､
invitT10でのレプチン添加によるAIPCの細胞増殖に必要な濃度よりも更に低いと考えられ
る｡このことは､10%牛胎児血清存在下でヒトAIPC細胞DU145やpc-3の細胞増殖を刺激
するには4-40mg血lのレプチン添加が必要であるという報告【221と合致する｡しかし､本
研究においては､レプチン添加によって引き起こされる純粋なシグナル伝達経路がAIPCの
細胞増殖-及ぼす影響と役割を解析するという目的のために､血清を含まないが高濃度の
レプチンを含む培養液を使った｡
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JNKが無胸腺マウスに異種移植されたAIPC細胞pc-3の細胞増殖や【77]､加vitroでのPC13
の細胞増殖や生存に必要なことが報告されている[78]Oまた､sTAT3がAIPC細胞の増殖と
生存に重要なことも報告されている【72]｡更に､マウスを用いた実験において､P13K-Akt
シグナル伝達経路がAIPCの発達と進行に影響を与えていることが報告されている【58-60]O
以前､当研究室より､JNKがレプチン添加により引き起こされるAIPCの細胞増殖に必要な
ことを報告した[21].本研究において私は､JNKの阻害剤を使って､JNKが sTAT3や Akt
の活性を経由してレプチン添加に伴って引き起こされる AIPCの細胞増殖を制御している
ことを示した(図7､9､ll)0AIPC細胞において､この3つの腫癌形成に重要な分子間の相
互作用を示 したのはこの報告が初めてである｡JNKl79]､STAT3[53-55].そ して
pI3K-Akt【80-82]の 3つの分子全てが肥満においても重要な役割をしていることが報告され
ており､レプチンと同様にこれら3つの分子もまたAIPCと肥満との間を取り持つ仲介分子
である可能性が明らかとなった｡
定常的にSTAT3が活性化されていることが､AIPCを含む多くの癌細胞の増殖において重
要であることがわかっている[48,52,72]OそしてSTAT3のSer-727残基のリン酸化は､STAT3
の活性を最大化し､そして長時間持続させるのに必要であることがわかっている【831｡今回､
AIPCの細胞増殖においてレプチンがJNKを仲介したsTAT3のSer-727残基のリン酸化を遂
行することによって､STAT3の活性を定常的レベルから増加させていることを示した(図7)｡
私達は以前に､肥満では減少している脂肪サイトカインのアディポネクチンの添加が､AIPC
細胞でのSTAT3の活性を定常レベルから抑制し[70】､またレプチン添加により引き起こされ
るAIPCの細胞増殖を競合的に抑えることを見つけている【24】｡これらの結果をまとめると､
sTAT3は脂肪組織由来のサイトカインによって制御されるAIPCの細胞増殖を決定する上で
非常に重要なシグナル伝達分子の一つである可能性を示唆している｡一方､腫癌蛋白質src
による癌細胞の悪性転換においては､JNKにより遂行されるSTAT3の Ser-727残基のリン
酸化により誘起されるSTAT3の活性化が必要なことが報告されている[51].以上のことより､
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JNKにより仲介されるSTAT3の活性化は､癌細胞の悪性転換と癌の進行の両方において重
要な役割をしていると考えられる｡
本研究において､ヒトAIPC細胞DU145の細胞増殖に際しては､JNKがレプチン添加に
より引き起こされる Aktの-相目の早い活性上昇において非常に重要であることを示した
(図9)｡これは癌細胞増殖において､Aktの活性化にJNKが必要であることを示す最初の
証明である｡DU145細胞において薬理学的 pI3K の阻害剤の添加は､レプチンによるAkt
の活性上昇を抑制した(図 8A)Oこれはレプチンにより引き起こされるシグナリング経路に
おいてP13KがAktの上流に位置していることを示す証拠と考えられる｡一方､pI3Kの阻害
剤は､レプチンにより引き起こされるJNKの活性化を抑制しなかった (データ提示なし)0
以上の結果より､DU145細胞においてレプチン添加に由来するAktの活性化までのシグナ
ル経路を考えた場合､JNK は pI3K の上流に位置していることが推定された(図 12)｡ヒト
AIPC細胞DU145では野生型pTENが発現していることが報告されている【84]｡興味深いこ
とに､PTENが欠損している細胞において定常的に発現しているPI3Kは､JNKの活性を刺
激することが報告されている【851｡この結果は､私の実験結果とは逆にPI3KがJNKの上流
にいることを示している｡この矛盾する実験結果の解釈として､JNKとpI3Kのシグナル伝
達はお互いに制御し合い､PTENの分子状態がどちらのシグナル伝達経路が他方に影響する
のかを決めている可能性が考えられる｡
ヒトAIPC細胞DU145だけでなくマウスAIPC細胞TRAMp-Clにおいても､レプチン添
加がJNK､C-Jun､STAT3そしてAktを活性化し (図 10)､またJNKはレプチン添加による
sTAT3とAktの活性化を仲介した(図11)Oこれらの結果は､レプチン添加によって活性化さ
れたこれらのシグナル分子間の相互作用が､ヒトAIPC細胞DU145だけで見られる特異的
な現象ではなく､AIPCの細胞増殖を制御するにあたって一般的に見られる現象であること
を示唆するものと考えられる｡
以上､今回の研究結果をまとめると､癌細胞内でのJNK､STAT3そしてAktの間で起こ
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る相互活性化の状態を解析することは､前立腺癌のアンドロゲン非依存性 (悪性)-の進
行に際しての予測や診断に役立つ可能性が考えられる｡さらに､これらのシグナル伝達分
子の相互関係を的確に妨害することは､AIPCに対する治療一環としての良いターゲットに
なる可能性が考えられる｡
今回の研究において､私はレプチンシグナリングの新しいネットワークを立証したと考
えている(図12)｡それに加えて､レプチン添加により引き起こされるAIPCの細胞増殖には
他のシグナル経路も含まれている可能性が大きいことがわかった｡レプチンはMAPKの一
つERKl/2の活性化を通してAIPC細胞 pc-3の細胞移動 (転移)を刺激することが知られ
ている【231｡このことより､ERKl/2も同じようにレプチン添加により引き起こされるAIPC
の細胞増殖を制御する可能性が示唆される｡レプチンは血管内皮増殖因子､トランスフォ
ーミング増殖因子-β1そして塩基性繊維芽細胞増殖因子のような増殖因子をコードしている
遺伝子の発現を上昇させることも知られている[23】｡これらの知見をまとめると､レプチン
はこれら遺伝子発現の制御を通して腫癌成長､転移そして血管新生を含むAIPCの進行を促
進する可能性も考えられた｡更に､興味深いことにレプチンは他の細胞や組織と同じよう
に[86-90】､AIPC細胞においてSuppressorofcytokinesignaling3(SOCS3)遺伝子の発現を増加
させることが報告されている[22】｡SOCS3はJAKの活性化を介してレプチンのシグナル伝
達を抑えることが報告されている【91,92]｡よって､レプチン添加によるAIPC細胞の増殖に
おいてSOCS3は負のフィードバック機構として働く可能性が考えられる｡この様に､レプ
チンが関与する多くの未知のシグナル経路の存在が推定されており､AIPCにおけるレプチ
ンにより引き起こされるシグナル伝達ネットワークを詳細に明らかにするためには更なる
研究が必要であると考えられる｡
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◆レプチン
図 12.今回の研究により明らかにされたレプチンにより誘起されるAIPC初
胞増殖を制御するシグナリングネットワークの概要｡レプチンはJNK､そし
てレプチン受容体に結合しているJAKを活性化する.JAKによるSTAT3の
Tyr-705残基のリン酸化によるSTAT3の活性化が行われた後､JNKは STAT3
の活性化状態を安定化させるためにさらにSTAT3のSer1727残基をリン酸化
すると考えられるoJNKはまた､C-Jun 分子の Ser-63残基とSer173残基のリ
ン酸化を引き起こすことによりC-Junを活性化させる｡さらに､JNKはPI3K
を通してAktをリン酸化し活性化させると考えられる.これら複数のシグナ
ル伝達分子の活性化により細胞増殖に関連した遺伝子の発現が誘導され､そ
の結果､AIPCの細胞増殖が導かれると考えられる｡AIPC細胞においてレプ
チン添加によって活性化されたcIJun との複合休を形成する転写因子(cIFos?)
や､Aktよりさらに下流に位置すると考えられるシグナル伝達分子は未だ不
明である｡
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Ⅴ.結論 ･展望
本研究において､脂肪組織から分泌されたレプチンは､肥満によって促進することが知
られているAIPCの細胞増殖を制御する因子であることが示された｡実際に脂肪組織から分
泌された脂肪サイ トカインによって細胞増殖が制御されるのを証明したのはこれが始めて
である｡脂肪サイ トカインであるレプチン､そしてその添加により活性化されるJNK､STAT3
そしてAktの3つのシグナル分子は肥満とAIPC細胞増殖との間の分子仲介者であることが
わかった｡
最後に今回の研究結果がもたらす可能性のある将来-の展望について述べる｡レプチン
と､その下流に位置するJNK､STAT3そしてAktの活性をコントロールすることによって､
肥満を予防するだけでなくAIPCの診断に使える可能性が考えられる｡すでに述べたように､
肥満は糖尿病や動脈硬化に加え､ある種の癌と関連していることが知られている｡レプチ
ンを制御することにより､肥満予防を行い､それによって､多くの病気を回避できるとい
う可能性が考えられるOそして､癌細胞内でのJNK､STAT3そしてAktの分子間で起こる
相互活性化の状態を詳細に解析することにより､AIPCの進行に際する予測や診断に役立つ
可能性が考えられる｡さらに､これらのシグナル伝達分子間の相互関係を的確にコントロ
ール ･妨害することは､AIPCに対する治療法の一つとしての良いターゲットになる可能性
が考えられる｡
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